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L. Justificacion y Objetivos

Anualmente, mas de 300.000 nuevos casos de carcinoma oral de células
escamosas (CCEO) son diagnosticados en todo el mundo.' De estos, aproximadamente
50.000 casos ocurren en Estados Unidos y Europa.” En Espaiia, la incidencia del cancer
oral es de 12 a 15 casos/100.000 habitantes/afio en varones y de 2 a 4 casos/100.000
habitantes/afio en mujeres, y representa entre el 2 y el 3% de todas las muertes por
cancer en nuestro pais.” Ademas, estudios epidemioldgicos recientes * han demostrado
un aumento de la mortalidad anual por cancer oral, de un 25% para los hombres y de un
9% para las mujeres, durante el periodo de 1975- 1994, lo que hace que el cancer oral

deba ser considerado un problema de salud piblica en Espafia.’

La estimacion del pronodstico del paciente es de gran importancia para
seleccionar una terapia individual para cada uno de los pacientes y con eso mejorar el

prondstico de esta enfermedad.”

A pesar de la intensa investigacion en el campo de las modalidades de
tratamiento del cancer oral, la tasa de supervivencia a los 5 afios no ha mejorado en las
ultimas décadas. Una de las razones es que la piedra angular de las decisiones
terapéuticas, el sistema de clasificacion TNM, complementada con el estadio del grado
de diferenciacion histologica, ha demostrado no ser siempre un indicador pronostico
satisfactorio. Por lo tanto, hay una acuciante necesidad de investigacién de nuevos
indicadores prondsticos, a fin de valorar la agresividad bioldgica de las lesiones propias

de cada paciente.

En las tltimas décadas, la identificacion de marcadores tumorales en el CCEO
con el objetivo de predecir su comportamiento y evolucioén clinica ha recibido un
especial interés. Ciertamente, el conocimiento de los distintos mecanismos bioldgicos
que participan en la carcinogénesis, como la proliferacion y crecimiento celular y la
capacidad de invasion del tumor puedan servir como métodos diagndsticos auxiliares y

de base para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.



L. Justificacion y Objetivos

Por todo lo expuesto, el presente estudio se propone estudiar retrospectivamente

una muestra de pacientes con CCEO con los siguientes objetivos:

1-Analizar las caracteristicas clinico-patoldgicas del carcinoma oral de células

€scamosas.

2- Determinar el indice de proliferacion celular de dichos tumores, detectando el
antigeno de proliferacion celular Ki-67 mediante el empleo del anticuerpo
monoclonal MIB-1, y relacionarlo con los distintos parametros clinicos e

histolégicos obtenidos

3- Valorar mediante inmunohistoquimica la expresion de los marcadores
laminina 5 7y2, receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y
cadherina-E en dichos tumores y relacionarlos con los distintos parametros

clinicos e histologicos obtenidos.

4- Estudiar la influencia de estos parametros clinico-patologicos e

inmunohistoquimicos en la evolucion clinica y pronostico de los pacientes.
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I1. Introduccion

I1.1. CANCER ORAL

I1.1.A Concepto

La definicion del término “cancer oral” representa un desafio tanto para los
clinicos como para los investigadores. Al contrario que otras areas del cuerpo, los
limites de la cavidad oral no siempre son faciles de definir. Como consecuencia, la
definicidon exacta del “cancer oral” respecto a su localizacién, ha demostrado ser una

tarea extremadamente dificil.

Frecuentemente una variedad de tumores heterogéneos es agrupada dentro del
término cancer oral. En la mayoria de los trabajos, los tumores de labios y glandulas
salivales son excluidos debido a su distinta estructura histologica, y a la exposicion del
labio al sol, aunque esta situacion no ocurre en todos los estudios. En otros trabajos, el
cancer de orofaringe es estudiado conjuntamente con los canceres de localizacion

intraoral.

Varios autores,””® han enfatizado la importancia de definir precisamente la
expresion “cancer oral”, al apreciar la diversidad en términos y definiciones utilizados

en libros de texto y articulos cientificos.

Siguiendo la ultima edicion de la Clasificacion Internacional de Enfermedades
(ICD) de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), Moore et al.” sugieren que las
lesiones asentadas en la porcion movil de la lengua, suelo de boca, mucosa yugal,
mucosa del reborde alveolar superior e inferior y paladar deben ser agrupadas bajo la
denominacién de cancer oral, y que el cancer de labio, orofaringe y de glandulas

salivales deben ser analizados separadamente.
Segun el origen histoldgico, el carcinoma de células escamosas representa entre

un 90 y un 95% de todas las lesiones malignas de la cavidad oral,’ y en el presente

trabajo sera considerado como sinonimo de cancer oral.

12
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I1.1.B Epidemiologia

El céncer oral constituye un grave problema sanitario en muchos paises. No solo
genera una mortalidad significativa, sino también provoca desfiguracion extensa,

pérdida de funcidn, cambios conductuales y problemas econdomicos y sociologicos.

La OMS predice un aumento continuo de esta enfermedad en todo el

11

10 ‘ - . . ,
mundo. El céncer oral es el undécimo cédncer mas comun, y representa

aproximadamente el 4% de todos los canceres y un 2% de las muertes por cancer en el

1,12
mundo.”

Estudios epidemiolégicos han mostrado que la incidencia del céncer oral
varia significativamente entre zonas geograficas distintas, y entre paises desarrollados y
en via de desarrollo. Aunque el carcinoma de células escamosas de la cavidad oral
represente menos de 5% de los tumores malignos en los paises desarrollados, en India y
en el Sudeste de Asia es la neoplasia mas frecuente, representando entre un 20 y un 50%

de todas ellas.'> ™

En Estados Unidos (EUA) la prediccion en relacion al cancer oral y orofaringeo
es de aproximadamente 30.200 nuevos casos al afio (20.200 en varones y 10.000 en
mujeres), lo que representa un 3% de todos los canceres en hombres y un 2% en

. . ‘o s 15,16
mujeres, permaneciendo estas estadisticas estables durante muchos afios. ™

En Espafia, la incidencia del cancer oral varia entre 12 y 15 casos por 100.000
habitantes/afio en los varones y entre 2 y 4 casos por 100.000 habitantes/ afio en el sexo

.3
femenino.

En Brasil, la estimacion del Instituto Nacional del Cancer para el afio de 2005 es
de aproximadamente 13.880 nuevos casos de cancer oral, con una tasa de 10,99 casos
de cancer por 100.000 habitantes/afio en varones y 4,18 casos por 100.000

habitantes/afio en el sexo femenino."”

La relacion varon/mujer también varia en las distintas series mundiales entre
1,2-3,8:1. Sin embargo, esta proporcion estda modificandose en los ultimos afios,
existiendo una tendencia hacia el equilibrio intersexual justificado por el mayor

consumo de tabaco y alcohol por parte de las mujeres.'® Ademas, la relacion entre
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ambos sexos varia segun las distintas localizaciones en la cavidad oral. Por ejemplo, el

. ’ r : 1
carcinoma de encia o reborde alveolar es mas frecuente en mujeres.'”

Mas del 90% de los pacientes con cancer oral son mayores de 45 afios, siendo la
edad media de presentacién alrededor de los 60 afios.”’ Entre el 1 y el 3% de todos los

. ’ . ~ 21,22
carcinomas de c€lulas escamosas aparecen en pacientes menores de 40 afos.”

11.1.C. Clinica

Clinicamente, el CCEO se presenta, en estadios precoces, con un aspecto
variado, asemejandose a una leucoplasia, eritroplasia o eritroleucoplasia. Con la
evolucion de la lesion, ésta tiende a ulcerarse, presentando un carécter infiltrativo que
resulta en una lesiéon mal delimitada, endurecida y de superficie granulosa. En algunas

. ., . .3 . 24
ocasiones la lesion puede presentar un cardcter exofitico.” Bagén et al.”" encontraron
que el 19,6% de los pacientes con CCEO presentaban una leucoplasia asociada a la
lesion primaria en el momento del diagnostico. La presencia de leucoplasia asociada al

tumor primario se correlacion6 con tumores en estadios mas tempranos.

I1.1.D. Histologia

Histologicamente el CCEO se caracteriza por presentar islotes y/o cordones
invasivos de células epiteliales malignas similares a las células de la capa espinosa. Las
células neopldasicas presentan, en general, citoplasma eosinofilo abundante con nucleos
grandes y un aumento de la relacion niicleo-citoplasmatica.” Frecuentemente, se

observan grados variados de pleomorfismo celular y nuclear.

Existen distintas variantes en cuanto al grado de diferenciacion, que dependen de
la similitud que presente el tumor con la arquitectura normal del epitelio. Los
carcinomas que producen cantidades importantes de queratina y muestran algin signo
de maduracion desde la capa basal hacia los estractos superficiales, se denominan bien
diferenciados. Los que no producen queratina, pero es posible reconocer cierto grado de
estratificacion, a pesar de su desviacion de la estructura normal, se denominan

moderadamente diferenciados. Cuando no producen queratina, su aspecto apenas
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muestra semejanza con una estructura epitelial y presentan anomalias celulares

. . . 252
frecuentes, se denominan pobremente diferenciados.” 2°

El grado histolégico del tumor se relaciona con su comportamiento bioldgico.
Tumores bien diferenciados suelen presentar un crecimiento mas lento y producir
metastasis en estadios mas tardios. En contraste, los tumores pobremente diferenciados
suelen crecer mas rapidamente y producir metastasis en estadios precoces. Sin embargo,
el proceso de estadiaje histologico del CCEO no deja de ser un proceso subjetivo que
depende de los criterios individuales del examinador. El estadiaje clinico parece

relacionarse mas adecuadamente al prondstico en la mayoria de los casos.

El diagnodstico histologico del CCEO casi siempre se realiza mediante la
microscopia Optica convencional, aunque la aplicacién de la inmunohistoquimica
mediante marcadores para citoqueratinas puede ser util en distinguir tumores

pobremente diferenciados o indiferenciados de otras lesiones malignas.”

Una forma especial de CCEO es el carcinoma verrucoso, que se caracteriza
desde el punto de vista histologico por su amplia base de implantacion y por la
formacion papilar. Suelen observarse criptas profundas que contienen tapones de
queratina entre las proyecciones superficiales alargadas. El epitelio es displasico, pero
muestra en raras ocasiones rasgos displasicos intensos. La membrana basal permanece
intacta y a menudo existe un infiltrado de células inflamatorias cronicas en el tejido
conjuntivo subyacente. La interfase entre el tumor y el epitelio normal adyacente esta
generalmente bien definida con invasion minima, si existe, de las células epiteliales a lo

largo de un ancho y romo frente de avance de las crestas epiteliales en forma de bulbo.”’

I1.1.D.a. Frente de invasion tumoral

Los patdlogos han observado durante décadas que las células tumorales en las
zonas mas invasivas de los tumores malignos difieren sustancialmente de las células de
las zonas centrales y de la superficie. Basandose en estos hallazgos, Bryne et al.,** en
1992, publicaron un nuevo enfoque a la hora de clasificar histolégicamente los CCEO,
examinando solamente las capas celulares que invaden en profundidad y la interfase de

defensa del huésped. Esta zona del tumor fue denominada como frente de invasion
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tumoral. Este acercamiento, el cual es una modificacion y simplificacion del sistema

multifactorial propuesto por Anneroth et al.,*

permite una informacion altamente
significativa e independiente en pacientes con el mismo estadio TNM. El sistema de
estadiaje del frente de invasion tumoral en el CCEO se basa en la valoracion cualitativa
de parametros histologicos como el grado de queratinizacion, polimorfismo nuclear,
patrén de invasion e infiltrado linfocitario. El significado prondstico de la valoracion del
frente de invasion tumoral ha sido confirmado en diversos estudios sobre carcinomas de

30,31
cabeza y cuello.”™

I1.1.D.b. Modo de invasion tumoral

El modo de invasion tumoral, uno de los parametros en comun de las distintas
clasificaciones del frente de invasion tumoral, ha mostrado ser uno de los parametros
mas importantes a la hora de predecir la evolucion y prondstico del CCEO. Aunque las
escalas adoptadas para clasificar el modo de invasion presenten diferencias, éstas
suelen coincidir en que a medida que la disociacion celular aumenta, y el tumor
adquiere un patron madas invasivo, el comportamiento clinico de la lesién es mas

agresivo, con un mayor namero de recidivas locales, regionales y un peor pronostico.

. 32 .. . . ., . .,
Spiro et al.”, sugirieron una simplificacién de la clasificacion del frente de

invasion tumoral propuesta por Bryne et al.*® (Tabla 1)

A Tumor con margenes bien delimitados que empujan el tejido adyacente.

=

Tumor con margenes que infiltran el tejido adyacente en cordones solidos.

C  Tumor con margenes que contienen pequefios grupos o cordones de células
infiltrantes (>15 células tumorales).

D  Tumores con marcada disociacion celular en pequefios grupos celulares o

incluso células individuales (<15 células tumorales).

Tabla 1. Clasificacion del modo de invasion tumoral
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II. Introducciéon
II.1.E. Topografia

En cuanto a su localizacion, si no se considera el cancer de labio inferior, son la
lengua y el suelo de boca las regiones donde con mas frecuencia se asientan las lesiones
de carcinoma de células escamosas, seguidos por las mucosas yugal y gingival y paladar
blando.*® Segun la localizacién intraoral de la lesion primaria, el CCEO puede presentar

caracteristicas distintas.

II.1.E.a. Lengua

Las superficies postero-laterales y la cara ventral de la lengua representan casi la
totalidad de los CCEO localizados en la lengua. El dorso de la lengua representa una
pequena fraccion de estas lesiones y suele asociarse a una lesion crénica de liquen plano
oral erosivo, lesiones de sifilis terciaria y lesiones asociadas a la exposicion cronica al
arsénico. La porcion no oral u orofaringea de la lengua, cuando estd afectada por un
CCEQ, suele dar lugar a sintomas similares a los de una faringitis con distintos grados
de disfagia u odinofagia. Ocasionalmente, la metastasis en los ganglios linfaticos
regionales puede ser el tnico o el primer signo de una lesion primaria en base de lengua.
La mayoria de los CCE de lengua suelen presentarse como lesiones de 2 6 mas
centimetros de diametro.** E1 40% de los casos presentan metéstasis linfaticas cervicales

en el momento del diagndstico.

II.1.E.b. Suelo de boca

El carcinoma de suelo de boca representa aproximadamente 1/3 de todos los
carcinomas orales, y se ha notado un aumento en la frecuencia de carcinomas en esta
localizacion en mujeres. La existencia de lesiones precursoras, leucoplasia o
eritroplasia, es frecuente en esta localizacion. La porcion anterior del suelo de boca en
las proximidades del frenillo lingual y de los ductos de las glandulas submandibulares
es la zona que se afecta con mas frecuencia, apareciendo como una lesion ulcerosa de
margenes irregulares e indurados. En estadios avanzados, puede ocurrir extension hacia
la encia y en profundidad hacia la lengua, haciendo que la fijacion de la lengua sea un
hallazgo comun. Microscopicamente, los CCE en esta localizacion suelen presentar un

grado moderado de diferenciacion. En esta localizacion, las metéstasis a los ganglios
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linfaticos suelen encontrarse inicialmente en el tridngulo submandibular y también en
los nodulos de la cadena yugulo-digastrica y en los niveles altos y medios de la cadena

yugular (niveles I, IT y III).

II.1.E.c. Reborde alveolar

El CCEO de la mucosa alveolar representa aproximadamente el 5% de todos los
carcinomas intraorales, y frecuentemente se presenta como una lesion indolora en los
sectores posteriores de la mandibula. La invasion 6sea es un hallazgo precoz encontrado
con cierta frecuencia. Microscopicamente suelen ser bien diferenciados. Frecuentemente
el ligamento periodontal se encuentra invadido, permitiendo un facil acceso al alveolo y
subsecuentemente, al hueso medular de la mandibula. En estas circunstancias, la
movilidad dentaria en ausencia de enfermedad periodontal puede ser el Unico signo
representativo. Otra circunstancia en que se puede sospechar un CCEO es la presencia
de un alveolo que no cicatriza tras una extraccion dentaria, presentando en su interior

una masa de tejido similar a un tejido de granulacién o un granuloma piogénico.

II.1.E.d. Mucosa yugal

La mucosa yugal representa aproximadamente el 2% de los CCEO. Suelen ser
asintomaticos. En fases iniciales, las lesiones tienden a localizarse en las zonas mas
posteriores, presentandose con frecuencia como una pequefia ulcera o masas induradas
que se relacionan con una leucoplasia preexistente, y con mucha menor frecuencia, con
una eritroplasia. Dada la localizacion primaria de estas lesiones, frecuentemente se
asocian a un traumatismo debido a la funcion masticatoria diaria, lo que conlleva a la
ulceracion de estas lesiones. En estadios mas avanzados pueden llegar a presentar
trismus. La extension hacia la mucosa alveolar mandibular o maxilar se presenta en
estadios tardios, usualmente como un componente exofitico en la fase de crecimiento.
Ocasionalmente, la lesion puede presentarse en el surco vestibular, principalmente en el

mandibular.

El CCEO localizado en la mucosa yugal no es frecuente en América del norte ni

en Europa occidental. Sin embargo, en otras partes del mundo, particularmente en el
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sudeste asiatico, es una localizacidon mucho mas frecuente, lo que se atribuye al héabito

de mascar “betel” y tabaco.

II.1.E.e. Paladar

Los CCEO de paladar duro son relativamente raros. Morfologicamente los
CCEO en esta localizacion suelen adoptar un aspecto ulcerado o verrucoso, a menudo
rodeado por una leucoplasia. La invasion local de estructuras adyacentes puede ocurrir
en estadios mds avanzados y es signo de mal pronostico. El 30% de los tumores
presentan metéstasis cervicales, que suelen ser ipsilaterales.” Cuando se consideran los
paladares blando y duro como localizaciones independientes, el 71% de los CCEO
afectan al paladar blando y el 29% al paladar duro. Aproximadamente el 40% de los
pacientes con lesiones primarias en el paladar blando, desarrollan metéstasis en los
ganglios linfaticos regionales en comparacion con el 13% de los pacientes con lesiones

de tamafio similar que afectan al paladar duro.”

II.1.E.f. Trigono retromolar

La region del trigono retromolar comprende la mucosa adherida que discurre
sobre la rama ascendente de la mandibula desde la superficie distal al Gltimo molar
inferior hasta la zona adyacente a la tuberosidad maxilar.’® El trigono retromolar y el
paladar blando adyacente, representan aproximadamente un 15% de los CCEOQ. En estas
localizaciones, la presencia de leucoplasias no homogéneas o eritroplasias, que preceden
a la lesion maligna, son un hallazgo comun. A diferencia de los CCEO localizados mas
anteriormente, las lesiones en estas localizaciones suelen presentar un grado de
diferenciacion de moderado a pobre, asociandose la invasion en profundidad a lesiones
con pequefias alteraciones superficiales. Existe un aumento significativo de
diseminacion regional y a distancia en el momento del diagnostico inicial, y la presencia

de sintomas es frecuente.

II.1.F. Estadiaje

El estadio del cancer oral depende del tamafio de la lesion primaria y de la

diseminacion regional o a distancia de la enfermedad. El estadio es importante ya que,
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como comentaremos mas adelante, tiene influencia sobre el plan de tratamiento y el

pronostico del cancer oral. Dentro de las clasificaciones mas utilizadas se encuentra la

TNM, propuesta por American Joint Committee on Cancer (AJCC) *°, la cual se explica

a continuacion (Tablas 2y 3 ).

TAMANO DEL TUMOR PRIMARIO (T)

TX
TO
Tis
Tl
T2
T3
T4

Tumor primario no puede ser valorado

No existe evidencia de tumor primario

Carcinoma in situ

Lesion menor de 2 cm en su maximo didmetro

Lesion mayor de 2 cm y menor de 4 cm en su maximo diametro

Lesion mayor de 4 cm en su maximo didmetro

Lesion mayor de 4 cm que invade estructuras adyacentes (ej. seno maxilar, huesos

maxilares, musculos pterigoideos, base de lengua o piel)

GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES (N)

NX
NO
N1
N2

N2a

N2b
N2¢

N3

Adenopatia cervical no puede ser valorada

No hay adenopatias cervicales clinicamente positivas

Un solo ganglio homolateral clinicamente positivo con 3 cm o menos de diametro

Un solo ganglio homolateral clinicamente positivo mayor de 3 cm y menor de 6 cm de
diametro; o multiples ganglios homolaterales clinicamente positivos menores de 6 cm de
diametro; o ganglios bilaterales o contralaterales clinicamente positivos, ninguno mayor de
6 cm de diametro

Un solo ganglio homolateral clinicamente positivo mayor de 3 cm y menor de 6 cm de
diametro

Multiples ganglios homolaterales clinicamente positivos menores de 6 cm de diametro
Ganglios bilaterales o contralaterales clinicamente positivos, ninguno con mas de 6 cm de
diametro

Un ganglio clinicamente positivo con mas de 6 cm de didmetro

METASTASIS A DISTANCIA (M)

MX
MO
M1

Metastasis a distancia no puede ser valorada
No existe metastasis a distancia

Existe metastasis a distancia

Extension del tumor primario (T); Ausencia o presencia de afectacién de ganglios linfaticos regionales

(N); Ausencia o presencia de metastasis a distancia (M)

Tabla 2: Clasificacion TNM
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ESTADIOS
Estadio 0
Estadio I
Estadio II
Estadio I11

Estadio IVA

Estadio IVB
Estadio IVC

Tis

T1

T2

T3

T1

T2

T3

T4

T4
Cualquier T
Cualquier T
Cualquier T

N
NO
NO
NO
NO
N1
N1
N1
NO
N1
N2
N3

Cualquier N

M
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
Ml

Extension del tumor primario (T); Ausencia o presencia de afectacion de

ganglios linfaticos regionales (N); Ausencia o presencia de metéstasis a

distancia (M)

I1.1.G. Etiopatogenia

Tabla 3: Estadiaje clinico

La etiopatogenia del cancer oral es multifactorial, participando en ella

fendmenos genéticos, ambientales, agentes quimicos, fisicos y virales.

Globalmente, el consumo de tabaco en sus varias formas y su asociacioén con el

consumo de alcohol son los factores de riesgo mas importantes en el desarrollo del

cancer oral. Ambos factores actuan sinérgicamente, aunque cada uno de ellos posee

potenciales carcinogenéticos independientes.’” Se estima que 75% de todos los CCEO

en los paises occidentales se atribuye al consumo de alcohol y tabaco.”® La asociacion

del tabaco y alcohol estd intimamente relacionada no sélo con el desarrollo del cancer

oral, sino también con el curso de la enfermedad, estando ligada a un mal prondstico.
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El habito de fumar sigue siendo el principal factor de riesgo del cancer oral y los
fumadores presentan un riesgo relativo 7 veces mas alto en relacion a los no fumadores.
Este riesgo es muchas veces mas alto en los fumadores que tienen un alto consumo de
alcohol. Hay evidencias que sugieren que con el cese del habito de fumar después de un
periodo de 10 afios, este riesgo elevado se reduce a niveles cercanos a los de personas
que nunca han fumado.* Esta informacién puede ser 1til a la hora de motivar a los

pacientes para que dejen de fumar.

Ademas del habito de fumar, el uso de tabaco, sea en la forma de snuff (tabaco
fino molido) o tabaco de mascar (hojas sueltas de tabaco), han sido asociados al cancer

oral.!!

La exposicion cronica a las radiaciones solares también constituye un factor
etiologico del carcinoma de células escamosas de labio, fundamentalmente del labio

inferior.?>

Otro factor relevante en el desarrollo del cancer oral es el nutricional, de forma
mas especifica, el posible papel de la ingestion de micronutrientes con un efecto
antioxidante. Compuestos naturales de caroteno, selenio dietético, folato, y vitaminas A,
Cy E parecen ofrecer efectos protectores contra el desarrollo del cancer.”” Ademas, una

. . . 41
dieta pobre en frutas y vegetales suele ser comun en los enfermos de carcinoma oral™ .

, . 1 . , ’
Segun La Vechia et al.'® aproximadamente un 15% de los canceres orales y orofaringeos

se pueden atribuir a deficiencias o desequilibrios dietéticos.

Otros factores etioldgicos relacionados al cancer oral, pero con mucha menos

. . ., , L. L e . . . , . 42
significacion estadistica, son la sifilis y la disfagia sideropénica.

Recientemente se ha demostrado la relacion etioldgica entre el virus del
papiloma humano (HPV) y el cancer oral. Se ha demostrado también, la presencia de
este virus en células epiteliales neoplasicas en lesiones in sifu, invasivas y en metastasis
en ganglios linfaticos, ademas de su probable integracion con la estructura genética de
algunos de estos tumores.” La prevalencia de la infeccion por el HPV en las lesiones

premalignas y malignas de la cavidad oral varia ampliamente segin los diversos
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estudios y recientemente se ha demostrado que esta prevalencia es de 61,5% en los

CCEO y de 27,1% en lesiones premalignas.**

La infeccidén cronica de los queratinocitos de la mucosa oral por C. albicans
puede tener su papel en la carcinogénesis oral, una vez que la C. albicans estimula la
proliferaciéon de las células epiteliales in vitro y lesiones orales de candidiasis
(candidiasis hiperplasica cronica) muestran displasia epitelial y pueden sufrir

e .45
degeneracion maligna.

Causas etioldgicas especificas aparte, se cree que la etiologia del cancer es
multifactorial y que el proceso de carcinogénesis evoluciona por pasos, como resultado

46.47 Bistas afectan al comportamiento de

de multiples alteraciones genéticas acumuladas.
las células epiteliales a través de la pérdida de la heterocigosidad cromosdmica que a su
vez conlleva una serie de fendémenos progresando a un estadio final de carcinoma de
células escamosas invasivo. Estas alteraciones genéticas se reflejan en una patologia

, . . , . . . . . .. 20
clinica y microscopica, que va desde la hiperplasia hacia la invasividad.

Califano et al.*® propusieron un modelo genético para el CCE de cabeza y cuello
basandose en la pérdida del alelo cromosémico y en la acumulacion de alteraciones
genéticas, y no necesariamente en el orden de los fenomenos genéticos, determinando la
progresion de la enfermedad. Cuando analizaron la mucosa aparentemente normal
adyacente a lesiones premalignas, algunos de los fendémenos conocidos en las células
malignas eran compartidos por estas células morfologicamente benignas. Los
fendmenos genéticos posteriores y la evolucion de diversos subclones pueden producir
alteraciones  fenotipicas  resultando una  variedad de zonas alteradas
histopatologicamente en una misma region anatdmica. Esos subclones adquieren
ventajas en cuanto a la proliferacion y crecimiento selectivo sobre las células normales.
Estas alteraciones secuenciales y progresivas contribuyeron a la definicion del modelo

de progresion genética.
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I1.1.H. Pronostico

Pese a los avances significativos en las técnicas quirurgicas de reseccion y
reconstruccion, la radioterapia y la quimioterapia, las tasas de mortalidad no han sufrido

mejorias durante estas Gltimas décadas.

Aproximadamente 7.800 personas en los Estados Unidos (5.100 varones, 2.700
mujeres) y 900 en el Reino Unido * mueren por el cancer oral y sus complicaciones
cada afio. En Brasil, la mortalidad por cancer oral en el afio 2002 fue de 2.715 para
hombres y 700 para mujeres, representando unas tasas de 3,15 y 0,78 muertes por

100.000 habitantes/afio en hombres y mujeres, respectivamente.’

En Espafia, Nieto y Ramos * describieron un aumento de la mortalidad del
cancer oral durante el periodo de 1975 a 1994. Aunque en este estudio los autores
consideraron conjuntamente el cancer oral, de orofaringe, de labios y de glandulas

salivales.

Las tasas de curacion del cancer oral dependen de su estadio. La tasa de
supervivencia a los 5 afios es del 80% en estadios iniciales, 40% en neoplasias con
afectacion regional, y menos del 20% para pacientes con metéstasis a distancia.”' La
deteccion precoz aumenta significativamente la posibilidad de curacion del paciente. En
el momento del diagnodstico del cancer oral, el 36% de los pacientes presentan
enfermedad localizada, un 43% presentan enfermedad con afectacion regional, un 9%
presentan metéstasis a distancia, y para el 12% restante el estadio de la enfermedad no
se puede identificar.’” Estos resultados deben considerarse malos si se tiene en cuenta
que los carcinomas de células escamosas se forman en el epitelio superficial de la

cavidad oral, por lo que producen cambios visibles precoces.
La lesion primaria es la causa de la mitad de las muertes asociadas al cancer

oral, un cuarto de las muertes se deben a una segunda lesidon primaria y el restante se

atribuyen a otras enfermedades.™
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La deteccion precoz en estadios asintomaticos garantiza no so6lo un aumento en
las tasas de supervivencia, sino también una mejor calidad de vida, como consecuencia

de tratamientos menos agresivos y mutilantes. >’ *

II.1.1. Segundos Tumores Primarios y Cancerizacion de campo

Los examenes posteriores al tratamiento deben incluir la busqueda de nuevos
tumores primarios, asi como de recidivas. El riesgo de desarrollar un segundo tumor
primario en el tracto aerodigestivo superior después del primer diagndstico de un cancer
oral, permanece de por vida. Aproximadamente un 2 a un 3% de los pacientes con
cancer oral desarrollan un segundo tumor primario cada afio después de la extirpacion
de la lesion inicial y el 90% de las recidivas se manifiestan en los primeros dos anos

post-tratamiento.'*

El segundo tumor primario se puede definir como aquél que se desarrolla
geograficamente separado de la lesion primaria por tejido clinicamente sano,* pudiendo
aparecer sincronicamente, con intervalo entre ambas de menos de 6 meses, hablandose
entonces de multiples tumores primarios, o metacronicamente, si el intervalo es mayor
de 6 meses. La incidencia de segundos tumores primarios oscila entre el 5,2 y el 23% **
> Ocurren mas en varones, menores de 60 afios en el momento de diagnostico del
primer tumor. Aparecen la mayoria en el territorio de cabeza y cuello, estimandose que
al menos un 50% surgirdn en los 2 afios posteriores al tratamiento de la primera
neoplasia. La supervivencia de estos pacientes a los 15 afios es del 20% frente a un 44%

. . .18
de los pacientes que no desarrollan un segundo tumor primario.

El concepto de cancerizacion de campo, que se basa en las multiples alteraciones
genéticas en la superficie epitelial, inducida por agentes carcinogenéticos y co-

. , - . . 56
carcinogeneticos, sostiene este comportamiento.

En 1953, Slaughter et al.’’ propusieron el concepto de cancerizacion de campo
en pacientes con CCE de cabeza y cuello. Segin ese concepto, el carcinoma oral
aparece a partir de areas multifocales de cambios precancerosos en un area del epitelio
que esta condicionado por algin agente carcinogenético. En este estudio de 783

pacientes encontraron, a través de cortes histoldgicos seriados, que en todos los tumores
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de la cavidad oral menores de 1cm, habia islotes de cancer invasivo en la mucosa oral
adyacente. Este origen multicéntrico, a través de un proceso de cancerizacion de
campo, parece ser un factor importante en la en la aparicion de segundos tumores
primarios y la persistencia o recidiva local después del tratamiento. Aunque los autores
no proporcionen una definicién clara, a partir de un extenso estudio histoldgico,
describen algunas caracteristicas clinicas agrupadas con el término cancerizacion de

campo.

e FEl carcinoma oral y orofaringeo se desarrolla en dareas multifocales de
alteraciones precancerosas, a partir de multiples fendémenos independientes.

e FEl carcinoma oral y orofaringeo consiste en multiples lesiones independientes
que a veces confluyen en una unica lesion.

e FEl carcinoma oral y orofaringeo presenta alteraciones histopatologicas en el

tejido, aparentemente normal, adyacente al tumor.

Este concepto guarda relacion con el hecho de que toda la superficie oral, y en
ocasiones las superficies adyacentes, han sido expuestas repetidamente a carcindgenos.
El resultado es la posible formacion de varios tumores primarios en esas superficies, por

. 4
lo general de modo secuencial.’

Aunque este concepto haya sido introducido hace 50 afios, alin es un concepto
contemporaneo debido a la frecuencia con que multiples tumores primarios se
desarrollan en la mucosa del tracto aerodigestivo en pacientes de alto riesgo, lo que
tiene un impacto negativo sobre la tasa de supervivencia de esos pacientes.” El
desarrollo de multiples tumores primarios sigue siendo la expresion mas clara de la
cancerizacion de campo, siendo frecuente encontrar pacientes con cinco o mas lesiones

malignas en el tracto aerodigestivo.”

La mayoria de los estudios atribuyen la cancerizacion de campo al efecto del
alcohol y tabaco. Una vez que ambos agentes carcinogenéticos son amplia y
sistematicamente aplicados en la mucosa del tracto aerodigestivo es de esperar que
tengan influencia en el proceso de cancerizacion de campo.”’ Segin Silverman et al.,>*

el 30% de los pacientes que continuaron fumando tabaco sufrieron un segundo tumor.
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El mecanismo de cancerizacion de campo aun es desconocido, sin embargo,

Odgen ®' propone 3 hipétesis basicas:

1. Cambios de campo (alteraciones moleculares en toda la extension de la mucosa
oral de pacientes con cancer oral) pueden predisponer al desarrollo de multiples
tumores primarios. Un tinico factor etiologico actia en diferentes localizaciones
causando multiples canceres por separado con defectos genéticos idénticos, que
aparecen como un unico clon celular en distintas localizaciones de la mucosa
oral. Modificaciones genéticas posteriores, tanto por mutaciones espontaneas,
como por la persistencia de la exposicion al mutdgeno exdgeno, permiten la
apariciéon de clones genéticamente distintos. A su vez, agentes etiologicos
distintos, actuando en diferentes localizaciones, causan multiples canceres por
separado con defectos genéticos distintos, cada uno apareciendo como un clon

celular diferente dentro de la mucosa oral.

2. Los agentes etiologicos pueden transformar una tnica célula epitelial. Este clon
de células cancerosas se extiende a través de la mucosa oral por difusion tisular
local, por difusion vascular local, por la sedimentacién por la saliva en la
mucosa erosionada o por sedimentacion quirirgica traumatica. Eso daria lugar a
lesiones en localizaciones geograficas distintas, pero idénticas genéticamente.
Otra vez, las modificaciones genéticas posteriores, tanto por mutaciones
espontaneas como por la persistencia de la exposicion al mutdgeno exdgeno,

enmascaran el origen clonal del tumor en sus diferentes localizaciones.

3. El tumor puede tener un efecto paracrino sobre la mucosa oral adyacente. Esto
es, el tumor secreta factores que inhiben la neovascularizacion. La extirpacion
del cancer primario acaba con esta inhibicion y por lo tanto promueve la
aparicion de un segundo tumor primario. Alternativamente, los tumores pueden
secretar factores promotores de la apoptosis y la remocion de este tumor reduce
la tasa de apoptosis en el tejido adyacente y por lo tanto promueve la aparicion

de un segundo tumor.
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Aunque este concepto de cancerizaciéon de campo no sea una novedad, avances
recientes en la biologia molecular lo avalan, incluyendo la mutacion del gen p53 y

cambios de aneuploidia entre otras alteraciones moleculares y genéticas.

La identificacion del proceso de cancerizacién de campo tiene su importancia
clinica en la prevencidén en grupos de pacientes con alto riesgo, reversion de lesiones
premalignas y prevencion de segundos tumores primarios.*” Hasta el momento, el
aumento de la incidencia de segundos tumores primarios indica que la prevencion debe
de ser el principal objetivo. Por lo tanto, la identificacion de marcadores que predigan la
aparicion de un segundo tumor primario tiene implicaciones significativas en el

prondstico y manejo del paciente con cancer oral.'*

I1.1.J. Tratamiento

Actualmente, la cirugia y la radioterapia son las dos modalidades de tratamiento
del cancer oral con potencial curativo, y suelen ser empleadas individualmente o en
combinacion.® El tratamiento del cancer oral depende principalmente de la localizacion
y del estadio de la lesion ®* (Tabla 4), y del estado de salud general del paciente. Las
lesiones en estadios precoces (I y II) son potencialmente curables con cirugia y
radioterapia. La eleccion del tratamiento se basa en la valoracion anticipada de los
resultados funcionales y cosméticos y en la experiencia particular del cirujano y del
radioterapeuta para el tratamiento individual de cada paciente. Las lesiones en estadios
avanzados (III y IV) son generalmente tratadas con cirugia seguida de radioterapia. Sin
embargo, los resultados de la terapia estandar incluso cuando se emplean la cirugia
radical y varias formas de radio y quimioterapia, han permanecido en niveles
decepcionantes pese al avance de los tratamientos multidisciplinarios. Una de las
razones es que la piedra angular de las decisiones terapéuticas, el sistema de
clasificacion TNM, complementada con el estadio del grado de diferenciacion
histologica, ha demostrado que no siempre es un indicador pronostico satisfactorio.’”
Por lo tanto, hay una acuciante necesidad de la investigacion de nuevos indicadores

pronosticos, volcados principalmente en la valoracion de la agresividad bioldgica de las

lesiones propias de cada paciente.
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Tamaiio

(T)
T1

T2

T3

T4

Lengua

Cirugia

Cirugia

Cirugia
+
Radioterapia
Cirugia
+

Radioterapia

J’_

Suelo de

boca

Cirugia

Cirugia o
Radioterapia
Cirugia
+
Radioterapia
Cirugia
+

Radioterapia

J’_

Paladar duro

Cirugia

Cirugia

Cirugia
+
Radioterapia
Cirugia
+

Radioterapia

J’_

Trigono

Retromolar

Cirugia

Cirugia o
radioterapia
Cirugia
+
Radioterapia
Cirugia
+

Radioterapia

J’_

Mucosa

Yugal

Cirugia o
radioterapia
Cirugia o
Radioterapia
Cirugia
+
Radioterapia
Cirugia
+

Radioterapia

J’_

Reborde

alveolar

Cirugia

Cirugia

Cirugia
+
Radioterapia
Cirugia
+

Radioterapia

J’_

Quimioterapia Quimioterapia Quimioterapia Quimioterapia Quimioterapia Quimioterapia

Tabla 4. Tratamiento del carcinoma oral de células escamosas segun la localizacion y

II.1.J.a Cirugia

tamanio de la lesion

La cirugia implica la reseccion completa de la lesion con un margen de tejido

normal adyacente y, cuando esta indicado, algunos o todos los ganglios linfaticos

cervicales homolaterales y en algunas ocasiones, los contralaterales.

La cirugia debe involucrar toda la masa tumoral macroscopica y la presumible

extension microscopica de la enfermedad. En caso de ganglios cervicales positivos, la

. ., . . . . . ., 66 , .
diseccion cervical radical o funcional se realiza a continuacion.”” Con las técnicas

quirtrgicas actuales, lesiones extensas intraorales pueden ser extirpadas con éxito y con

resultados funcionales satisfactorios. Ademas, las técnicas de reconstruccion permiten

alcanzar soluciones estéticas favorables.
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I1.1.J.b. Vaciamiento ganglionar cervical

La eleccion de cuando observar o tratar el cuello clinicamente negativo, asi
como cuando emplear cirugia o radioterapia, sigue siendo motivo de controversia.

August et al.%’

se posicionan en contra de la actitud conservadora “observar y esperar”,
una vez que en muchos casos los ganglios valorados inicialmente como normales son
detectados a posteriori cuando la enfermedad ya se extendio a través de su céapsula.
Shah y Andersen® son partidarios del tratamiento quirGrgico profilactico del cuello
clinicamente negativo, sin embargo, apuntan a que las metastasis ocultas en los CCEO
de reborde alveolar, paladar duro y labios son infrecuentes y que en estos casos el

tratamiento quirargico electivo del cuello no es necesario.

Vaciamiento cervical | Procedimiento estandar para el tratamiento de los ganglios linfaticos de los niveles
radical (VCR) I-V con reseccion simultanea del musculo esternocleiomastoideo, vena yugular
interna y nervio accesorio.
Vaciamiento cervical | Diseccion de los ganglios linfaticos de los niveles I-V, preservando una o mas
radical modificado | estructuras no linfaticas (musculo esternocleidomastoideo, vena yugular interna,
(VCRM) nervio accesorio) haciendo distincion entre 3 tipos:
- VCRM I- Preservacion del nervio accesorio
- VCRM II- Preservacion del nervio accesorio y vena yugular interna
- VCRM III- Preservacion nervio accesorio, vena yugular interna y musculo
estrenocleidomastoideo
Vaciamiento cervical | Preservacion de uno o mas grupos de ganglios linfaticos incluidos en el VCRM.
profilactico (VCP) | Se pueden dividir en:
- Supramiohideo- Diseccion niveles I- 111
- Lateral- Diseccion niveles II- IV

- Latero-cervical- Diseccion niveles I- IV

Tabla 5: Clasificacién de las modalidades quirirgicas de vaciamiento cervical ®

La cirugia posee un papel dominante en el manejo de los pacientes con
adenopatias cervicales palpables, y el término vaciamiento cervical se aplica a este
tratamiento. El procedimiento original propuesto por Crile’’ para el tratamiento de los

ganglios linfaticos clinicamente positivos se conoce como vaciamiento cervical radical e
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implica la extirpacion de todos los ganglios linfaticos cervicales profundos (niveles I-V)

asi como del nervio accesorio, vena yugular interna y musculo esternocleidomastoideo.

Desde entonces, se han propuesto modificaciones de la técnica para preservar
estructuras, incluyendo la vena yugular interna y el musculo esternocleidomastoideo,
con la finalidad de reducir la morbilidad asociada a este procedimiento. Asi, la técnica
de vaciamiento cervical radical modificada se ha vuelto la técnica quirtrgica estandar
para el manejo del cuello. En pacientes con ganglios linfaticos clinicamente negativos,
los niveles superiores (I-III) son los de mayor riesgo de metastasis, y por lo tanto el
vaciamiento cervical profilactico, en el cual se extirpan solamente los ganglios linfaticos

superiores, debe ser realizado y se describe como vaciamiento supraomohioideo.®®

I1.1.J.c. Radioterapia

Tanto el cancer primario como los ganglios linfaticos cervicales pueden ser
incluidos en el campo de radiacion. Un ciclo completo de radioterapia se expresa
generalmente en unidades alrededor de los 66-70 Gray (Gy) (1Gy = 100 rads), las
cuales se fraccionan en 32-35 dosis de 2 Gy durante 6-7 semanas.** La radioterapia
posee la ventaja de preservacion de los organos, y actualmente es la modalidad de
tratamiento primaria de algunos casos de carcinomas de lengua, amigdalas palatinas,
paladar blando y faringe. Sin embargo, el tratamiento no esta libre de reacciones
adversas y es frecuente la aparicion de mucositis, xerostomia, candidiasis y en algunos

. .71
casos osteoradionecrosis.

La decision de emplear o no la radioterapia post-operatoria debe considerar tanto
la lesion primaria como la extension regional de la enfermedad. Cuando los factores
relacionados con el tumor primario (lesiones primarias extensas, margenes quirurgicos
positivos, invasion de los espacios perineural, linfatico y vascular) indican el uso de la
radioterapia, el cuello debe ser incluido en el campo de tratamiento.”” Cuando los
factores relacionados con el tumor primario no indican la radioterapia, la decision se
debe basar en los hallazgos histolégicos de la pieza de la diseccion cervical. En los
pacientes en los cuales el estudio histoldgico ha demostrado la ausencia de metastasis

ganglionares la radioterapia no estd indicada.”” Multiples ganglios positivos, o la

31



I1. Introduccion

presencia de diseminacion a través de la cdpsula de los ganglios son indicaciones

absolutas de radioterapia.”

Cuando la radioterapia se combina con la cirugia parece haber una preferencia
por la radioterapia postoperatoria. La radioterapia induce una fibrosis tisular lo que hace
la cirugia mas dificil. Ademads, los tejidos irradiados poseen una capacidad de

cicatrizacién mas lenta.

I1.1.J.d. Quimioterapia

El uso de la quimioterapia, en general a través de la combinacioén de diversas
drogas citotoxicas, no ha tenido particular éxito en el tratamiento del CCEO y se
considera mas una modalidad de tratamiento paliativo que un tratamiento curativo
primario. Los principales agentes utilizados han sido el metrotexato, la bleomicina, el
cisplatino y el 5-fluoracilo. La quimioterapia puede dar como resultado una disminucion
temporal del tamafio de la masa tumoral, pero no ha demostrado un aumento
significativo en las tasas de supervivencia a los 5 afios, control del tumor primario y
reduccion del potencial metastasico.”” Sin embargo, ensayos clinicos mas recientes
utilizando la combinacion de la quimio y radioterapia en el tratamiento de pacientes con
lesiones en estadios avanzados han demostrado resultados preliminares alentadores,”* y
deben tener su papel en el futuro. Por ahora, su indicacion en el tratamiento del CCEO
se limita a tumores en estadios avanzados, que debido a su extension sean considerados

como inoperables, o a las recidivas y metéstasis tumorales.”

I1.11.J.e. Futuros conceptos en el tratamiento

Los buenos resultados alcanzados por la cirugia combinada con la radio-
quimioterapia en los tumores en estadios precoces no pueden ser siempre alcanzados
cuando son aplicados a la enfermedad en estadios avanzados. Estos hallazgos indican la
necesidad de nuevas modalidades de tratamiento dirigidas especificamente hacia las
células tumorales y con dafio limitado sobre las células sanas. La terapia dirigida contra
el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una de estas alternativas, y
estudios preliminares han descrito resultados esperanzadores en una amplia variedad

tumores.
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1) Terapia dirigida contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico

Trabajos experimentales e investigaciones clinicas sostienen que el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una importante diana terapéutica para la
terapia del cancer. Como se explicara en el proximo apartado, durante el complejo
proceso que ocurre desde la interaccion del receptor con el ligando, a través de la
transduccion de sefiales y expresion alterada del gen, existen muchas oportunidades para
la intervencion terapéutica. Las modalidades de tratamiento inhibidores del EGFR que
se encuentran en estadios mds avanzados incluyen la utilizaciéon de anticuerpos
monoclonales directamente contra el dominio externo del EGFR, y la utilizaciéon de
pequeiias moléculas inhibidoras de la actividad tirosina-quinasa del dominio interno del

receptor.

Anticuerpos monoclonales

Se han desarrollado anticuerpos monoclonales anti-EGFR contra distintos
epitopos. Algunos de estos anticuerpos compiten con el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y otros ligandos, pero no activan el EGFR. La union con el
anticuerpo bloquea el efecto de sefializacion de crecimiento celular asociado al EGFR
por el siguiente mecanismo: (i) uniéon al dominio extracelular; (ii) internalizacion del
complejo receptor/anticuerpo; (iii) inhibicion de las vias de sefializacion y; (iv) estimulo

potencial de la respuesta inmunologica.”®

Actualmente, diversos anticuerpos monoclonales anti-EGFR se encuentran en
distintas etapas de desarrollo clinico, y el cetuximab (Erbitux; ImClone Systems)
formalmente conocido como IMC-C225 o C225, es el que mas ha sido investigado y
esta siendo probado en ensayos clinicos.”” El cetuximab es un aticuerpo monoclonal con
alta especificidad para el EGFR, compitiendo por los puntos de unién natural del
receptor causando la internalizacion e infrarregulacion del receptor.’® Se ha demostrado
que el cetuximab inhibe una amplia variedad de lineas celulares neoplasicas de una
manera dosis-dependiente. Esta inhibicion de la proliferacion celular es reflejo de la
detencién del ciclo celular en la fase G1 y/o aumento de la apoptosis.”® El impacto
inhibidor del cetuximab en modelos experimentales de tumores xenografos suele ser

mas pronunciado en comparacion con los resultados observados en cultivos celulares, lo
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que sugiere que otros mecanismos de inhibicion del cancer estén implicados. Uno de
estos mecanismos es la angiogénesis.” El cetuximab inhibe la produccion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) en células de CCE ocasionando una reduccion

, . 80
del nimero de vasos sanguineos dentro del tumor.

Estudios fase I/II han sido realizados para investigar la tolerancia al cetuximab
en combinacidon con otras drogas citotdxicas convencionales como el 5-fluoracilo en
pacientes con CCE de cabeza y cuello recurrente o metastasico.’® Los resultados de un
amplio ensayo clinico fase III en 424 pacientes que recibieron tratamiento con
radioterapia y/o cetuximab para el tratamiento de CCE de cabeza y cuello en estadios
avanzados han demostrado aproximadamente el doble de la media de supervivencia
para los pacientes tratados con radioterapia + cetuximab (54 meses), que para los
pacientes tratados solamente con radioterapia (28 meses). También se observo una
mejoria significativa en el control local de la enfermedad a favor del grupo tratado con
cetuximab.® Ademés de proporcionar nuevas opciones potenciales de tratamientos para
los pacientes con CCE en estadio avanzado, este ensayo clinico demuestra una mejoria
en la supervivencia al utilizar un agente dirigido para aumentar la sensibilidad a la
radiacion. Estos hallazgos van a favorecer la realizacion de nuevos ensayos clinicos en

otros tipos de canceres donde la radiacion juega un papel principal en el tratamiento.

Moléculas pequerias inhibidoras de la tirosina quinasa.

Esta es la mas larga y mas prometedora linea terapéutica. Los inhibidores de la
tirosina-quinasa son derivados sintéticos, en la mayoria derivados de las quinazolinas,
de pequeno peso molecular que interactian con el dominio intracelular con actividad
tirosina-quinasa de diversos receptores, incluyendo el EGFR, inhibiendo la fosforilacion
inducida por la unién ligando/receptor.”* Estas moléculas actian directamente en la
inhibicion de la fosforilacion de la tirosina a través de la interaccion fisica con el
receptor a través del siguiente mecanismo de accion: (i) unioén al dominio intracelular;
(i) inhibiciéon de la actividad tirosina- quinasa y; (III) inhibicion de las vias de

sefializacion del EGFR.’®

El gefitinib (Iressa, AstraZeneca), formalmente conocido como ZD1839, una

quinazolina, es el inhibidor tirosina quinasa EGFR mads desarrollado. El gefinitib es una
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anilinoquinazolina de bajo peso molecular, activo por via oral, que inhibe diversos

receptores con actividad tirosina-quinasa, incluyendo el EGFR.

El gefinitib ha demostrado actividad antiproliferativa en células neoplasicas en
cultivos y tumores humanos xenografos, tanto como agente inico o en combinacién con
radio y quimioterapia.”® Estudios preclinicos indican que el gefinitib afecta muchas de
las vias de sefializacién intracelular inhibidas por los anticuerpos monoclonales.
Estudios in vitro e in vivo han demostrado que el gefinitib inhibe el crecimiento de
lineas celulares de diversos tipos de canceres humanos, y hay evidencias de que esta
inhibicion se da a través de la detencion del ciclo celular y del aumento de la

apoptosis.*

En lineas celulares de CCEOQ, el gefinitib ha inducido la detencion de la fase G1
del ciclo celular y la sobrerregulacion de la p27.** Otros estudios experimentales han
demostrado que el gefitinib aumenta la radiosensibilidad de lineas de CCEOimplantadas
en ratas, por multiples mecanismos que incluyen la inhibicién de la proliferacion y
regulacion del mecanismo de reparacion del dafio del ADN después de la exposicion a

la radiacion.®

2) Induccion de la apoptosis

La elucidacién de los mecanismos de la apoptosis y su correlacion con la
carcinogénesis oral ha generado un optimismo acerca de la aplicacion de esos

. .. , . 86 . . .
conocimientos con objetivos terapéuticos ~. De hecho, hay investigaciones para el
desarrollo de estrategias que permitan manipular la maquinaria apoptotica. Esas
intervenciones tienen como objetivo restaurar la funcién apoptdtica o compensar otras
alteraciones celulares, permitiendo el tratamiento etioldogico de una serie de

condiciones.®” %

3) Agentes anti-angiogénesis
Los factores asociados con la angiogénesis en los CCEO han sido utilizados

como dianas terapéuticas en nuevas modalidades de tratamiento del cancer oral. Los

tumores so6lidos no pueden crecer entre 1 y 2 mm en didmetro sin inducir la formacioén
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de nuevos vasos sanguineos que les facilite el aporte de nutrientes necesarios. El
bloqueo del desarrollo de nuevos vasos sanguineos priva al tumor de nutrientes y
oxigeno, y por lo tanto inhibiria el crecimiento del tumor y su diseminacidon a otras
zonas del organismo. Actualmente existen distintas estrategias anti-angiogénesis siendo
investigadas en ensayos clinicos: 1) bloqueo de la habilidad de las células endoteliales
en romper la matriz extracelular adyacente, utilizando inhibidores de las
metaloproteinasas (MMPs); 2) inhibiciéon directa del crecimiento de las células
endoteliales; 3) bloqueo de los factores que estimulan la angiogénesis, por ejemplo el
bloqueo de la senal del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF); y 4) bloqueo
de las integrinas, moléculas de la superficie de las células epiteliales que garantizan la

supervivencia de las células endoteliales y promueven la angiogénesis."*

11.2. BASES GENETICAS DEL CANCER ORAL

El conocimiento del ciclo de divisiéon celular en condiciones normales es
esencial para comprender las alteraciones que ocurren durante el proceso de la
carcinogénesis oral. El descontrol del ciclo celular es una marca fundamental de la
progresion del cancer.” Muchas de las alteraciones moleculares que causan el
comportamiento anormal de las células neoplasicas se basan en alteraciones del ciclo

90
celular.

II.2.A. Ciclo celular

El ciclo celular consiste en una serie de fases durante las cuales ocurren cambios
que conllevan a la division celular. El ciclo celular consiste en una fase estacionaria GO
Gap 0), que con la recepcion de senales celulares adecuados es seguido por las fases G1,

S, G2 y finalmente la mitosis (M).”"

1. Fase GO o fase de quiescencia:

En esta situacion se encuentran la mayor parte de las células del organismo. En
esta fase no se detecta actividad de sintesis proteica y la célula no forma parte del ciclo
celular, pero, tras un estimulo adecuado, es susceptible a reincorporarse en el ciclo. La

duracion de esta fase es variable.
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2. Fase G1:

Durante esta fase tiene lugar la sintesis de ARN y proteinas, pero no hay
replicacion de ADN. Es la fase de mayor duracion del ciclo y su duracion también es

variable. A esta fase se incorporan las células que han estado en la fase GO.

3. Fase S o fase de sintesis:

En esta fase tiene lugar la sintesis de ADN y la duplicacion del genoma humano.
Se inicia la sintesis de ADN y termina cuando el contenido de ADN del nucleo se ha
duplicado y cada cromosoma ha dado lugar a dos crométides idénticas, o sea, durante la
fase S el contenido de ADN aumenta desde un estado diploide 2n hasta el valor de

replicacion 4n. Dura entre siete y doce horas.

4. Fase G2:

Es el periodo desde el final de la fase S hasta la mitosis. Es una fase de aparente
inactividad, durante la cual la célula tiene dos juegos diploides completos de

cromosomas. Dura entre una y seis horas.

5. Fase M o fase de mitosis:

Fase en la que se produce la segregacion de los cromosomas dando lugar a la
division de las cromatides hermanas y tiene lugar tanto la division nuclear (mitosis)

como la division del citoplasma (citocinesis). Dura entre una y dos horas.

La progresion del ciclo celular requiere la actuacioén coordinada de una compleja
red de proteinas reguladoras que funcionan como interruptores bioquimicos que
controlan sus principales fases e integran sefales intracelulares y del medio extracelular,
mitogénicas o antiproliferativas, para adecuar la division celular a las necesidades

celulares o tisulares.

La transicion de una fase del ciclo celular a la siguiente es controlada en “puntos

de control o restriccion” antes de que el ciclo pueda progresar. Cuando existe un dafio
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del ADN, los genes que controlan estos puntos de control detienen el ciclo celular para
facilitar la reparacion del ADN. La detencion en la fase G1 previne la replicacion del
ADN danado y la detencion en la fase G2 permite la segmentacion de los cromosomas

danados.

Los principales factores que regulan la progresion del ciclo celular son las
ciclinas y las quinasas ciclina-dependientes (CDKs). Hay cuatro clases de ciclinas,
segun el estadio del ciclo celular en el que actian y a la CDK a la que se unen. De ese
modo cada uno de los distintos complejos ciclinas-CDKs sirve como un interruptor
molecular que dispara un suceso especifico en el ciclo celular. Por ejemplo, la
progresion de la fase estacionaria GO hacia la fase G1 es mediada por dos complejos

ciclinas -CDKs (CDK 4/Ciclina D1, y CDK2/Ciclina E).

Las CDKs activas conducen el ciclo celular mediante la fosforilacion de
proteinas especificas que se requieren para la progresion de las células a la siguiente
fase. Por ejemplo, las ciclinas pueden fosforilar y por lo tanto inactivar la proteina del
gen del retinoblastoma (pRb), mientras los inhibidores de CDK pueden desfosforilar la
pRb permitiendo la liberacion de factores de transcripcion cruciales, como por ejemplo

la familia E2F y revertiendo esta inactivacion.

Las CDKs se encuentran en forma inactiva durante todo el ciclo celular, y
unicamente se activan por fosforilacion después de unirse a las ciclinas. Las ciclinas, al
contrario que las CDKs, se sintetizan Unicamente durante algunas fases especificas del
ciclo. Por ello, una vez finalizado, el complejo se disocia y los niveles de ciclina
disminuyen rapidamente cuando la célula entra en la siguiente fase, siendo sustituida

por otro tipo de ciclina especifica.
I1.2.A.a. Regulacion del ciclo celular y cancer oral

En condiciones normales, la division de los queratinocitos orales es estimulada
por los factores de crecimiento epidérmicos (EGF) al unirse con sus receptores,

receptores de factores de crecimiento epidérmicos (EGFR), localizados en la membrana

celular de los queratinocitos de la capa basal. La union entre ligando y receptor activa la
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proteina raf y posteriormente da inicio a un proceso en cascada de activacion de otras

quinasas citoplasmaticas (MEK, MAPK).

Esta cascada de activacion de las quinasas transmite la sefial externa de
crecimiento desde la membrana celular hacia el nucleo donde los niveles de quinasas
aumentan bruscamente. La proteina c-myc se une al ADN y estimula la transcripcion
de la ciclina D, que se une y activa las CDKs. Las CDKs activadas catalizan la
fosforilacion de la proteina supresora de tumores (pRb). La pRb fosforilada (activa)
libera los factores de transcricion (E2F) que son necesarios para la transcricion de
proteinas de replicacion del ADN. La replicacion de ADN antecede a la division celular.
Las ciclinas D y la mayoria de las proteinas de replicacion del ADN se degradan
necesitando ser transcritas nuevamente en cada ciclo de division celular. La mayoria de
estas proteinas, que transmiten la sefial de crecimiento a partir de la membrana hacia el
nicleo, son codificadas por oncogenes. Mutaciones en estos oncogenes pueden

estimular la proliferacion excesiva de los queratinocitos en el cancer oral.

La patogénesis del cancer oral depende de la adquisicion de seis habilidades
fundamentales por parte de las células neoplésicas: 1) autosuficiencia de las sefales de
crecimiento, 2) insensibilidad a las sefiales inhibidoras del crecimiento, 3) evasion de la
muerte celular programada (apoptosis), 4) potencial replicativo ilimitado, 5)
mantenimiento de la angiogénesis, y 6) capacidad de invadir los tejidos y producir
metéstasis.”” Estos comportamientos no son independientes uno del otro y son resultado
de un complejo proceso de alteraciones genéticas en multiples etapas. Como parte del
proceso de adquisicion de estas habilidades, se han experimentado modificaciones

moleculares o genéticas especificas, algunos de las cuales se describen a continuacion.

I1.2.B. Oncogenes

Los protooncogenes son genes normales que afectan la proliferacion y la
diferenciacion celular, pudiendo convertirse en oncogenes a través de mutaciones
puntuales, deleciones, translocaciones, o amplificacion genética.”” Los oncogenes son
genes cuyos productos se asocian a la transformacion neoplasica a través de la

produccion de proteinas que regulan el ciclo celular. Segtn la funcion de sus productos
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proteicos, los oncogenes se pueden dividir en: factores de crecimiento, receptores

. . L. ., 4
transmembrana, mensajeros citoplasmaticos y factores nucleares de transcripcion.”

Diversos oncogenes han sido asociados a la carcinogénesis oral. Se cree, que la
expresion aberrante de los oncogenes receptor del factor de crecimiento epidérmico

(EGFR/c-erb 1) y CCND1/ciclina D1 contribuyen al desarrollo del cancer oral.”

Los oncogenes codifican muchas de las proteinas transmisoras de sefales por las
cuales las células responden a sefiales de crecimiento externos. Las células normales,
con oncogenes normales, no dan inicio al proceso de replicacion del ADN y division
celular sin el estimulo de sefiales externas. Sin embargo, cuando existen mutaciones en
los oncogenes, las oncoproteinas mutadas pueden enviar un estimulo de crecimiento
desde el citoplasma hacia el nucleo mismo en ausencia de sefializacion externa. De esta
manera, la proliferacion autdogena de las células que poseen oncogenes mutados da

como resultado la aparicion de tumores.

La senalizacion celular es esencial para dar paso a los mensajes desde la
membrana plasmdatica hasta el ntcleo celular. Ejemplo de este mecanismo de

sefalizacion lo constituye el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).

I1.2.B.a. Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

El EGFR es un miembro de la familia de receptores c-erbB. Los receptores de la
familia c-erbB son receptores transmembrana con actividad tirosina-quinasa intrinseca.
La familia de receptores c-erbB consta de 4 miembros: el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR/ c-erbB-1/ HER-1), c-erbB-2 (HER-2/Neu), c-erbB-3
(HER-3) y c-erbB-4 (HER-4).”°

El gen EGFR (erbBl) localizado en el cromosoma 7pl13-q22, codifica un
receptor involucrado en la sefializacion celular, el cual es un receptor transmembrana
con actividad tirosina-quinasa especifica, que se liga a varios ligandos, incluyendo el
factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento transformante-o
(TGF-0), ampirregulina, betacelulina, cripto y epirregulina, activando la sefalizacion

. , , . . . 97
intracelular via proteinas tirosina-quinasa.

40



I1. Introduccion

El EGFR es una glicoproteina transmembrana que contiene un dominio
extracelular, donde se une el ligando, una regién transmembrana, y un dominio
intracelular, con actividad tirosina-quinasa intrinseca. La interaccion de los ligandos
activos con el dominio extracelular induce la homo o heterodimerizacion y subsiguiente
fosforilacion del receptor, resultando en la activacion de la cascada de sefalizacion
celular. Estos acontecimientos, eventualmente, llevan a la proliferacion celular,

inhibicion de la apoptosis, estimulacién de la invasion y metastasis.”

La sobreexpresion de EGFR en el cancer humano fue descrita por primera vez
en lineas de células tumorales de CCE en vulva.” Posteriormente, la sobreexpresion de
EGFR ha sido observada en una amplia variedad de tumores en humanos, entre ellos,
cancer de mama, ovario, prostata, vejiga, pulmoén, cerebro y péncreas.loo La
sobreexpresion de EGFR también ha sido descrita en el CCE de cabeza y cuello y en el

CCEO ',

Al principio, la sobreexpresion de la proteina fue atribuida a la amplificacion del
gen. Sin embargo, estudios en lineas celulares y muestras de tejido de CCE de cabeza y
cuello han demostrado que la amplificacion del gen no es un hallazgo comtn y diversos
de los tumores presentan sobrexpresion del gen sin amplificaciéon. Ademads, no se ha
encontrado correlacion entre la amplificacion del gen y los parametros clinico-
patologicos de los tumores estudiados. Analizados conjuntamente, los estudios sugieren
que la amplificacion del gen no juega un papel esencial en el aumento de la expresion
de EGFR frecuentemente observado en la superficie de las células de CCE de cabeza y
cuello, sugiriendo que el paso clave puede deberse a la sobrexpresion de RNAm o la

g 102
sobreproducion de la proteina.

La sobreexpresion del EGFR también es frecuente en el céncer oral y la
amplificacion del gen EGFR aparece en un 30% de los casos con sobreexpresion de la

oo 103
proteina.

En lesiones premalignas, la expresion de EGFR parece aumentar
proporcionalmente al grado de displasia epitelial. Grandis et al.'” encontraron un
aumento de la expresion de EGFR en la mucosa oral normal adyacente al CCE de

cabeza y cuello en comparaciéon con la mucosa oral normal de pacientes controles.
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Ademas, encontraron que la expresion de EGFR aumentd segun la progresion de la
displasia hacia grados mas severos. Por ultimo, los autores observaron un intenso
aumento de la expresion de EGFR en los CCE en comparacion con los distintos grados
de displasia.

Hallazgos similares fueron descritos por Shin et al.,'”®

que ademas observaron
que a medida que la displasia avanzaba hacia grados mas severos la expresion de EGFR

se expandia hacia las capas mas superficiales del epitelio.

Se ha sugerido que la sobreexpresion del EGFR suele estar acompafiada de la
produccion de sus ligandos, TGF-oo y EGF. La interaccion entre el receptor y sus
ligandos da inicio a una cascada de eventos, trasladando la sefializacion extracelular a
través de la membrana celular hacia el interior de la célula engatillando la actividad
tirosina quinasa intrinseca. Mutaciones en los genes que codifican los receptores de los
factores de crecimiento pueden resultar en un aumento del numero de receptores, o la
produccion de senales mitogénicas continuas independientes del ligando. La
amplificacion del gen y un aumento en el numero de los EGFR en el cancer oral se
asocian con el grado de diferenciacion y agresividad de los tumores.'® Se ha descrito
que los CCEO con sobrexpresion de EGFR exhiben una respuesta mas alta a la
quimioterapia en comparacion con los tumores EGFR negativos. Posiblemente eso se
deba a la actividad proliferativa mas alta en los tumores con sobreexpresion de EGFR,
llevando a una mayor sensibilidad a las drogas citotoxicas.'”’ Investigaciones actuales
sugieren que la aplicacion terapéutica de anticuerpos contra los EGFRs puede ser util en

el tratamiento de lesiones malignas y premalignas.'®®

El EGFR contribuye a la regulacion del ciclo celular influenciando los niveles de

ciclina D1.'%

La expresion de EGFR ocurre en lesiones premalignas y malignas de
cabeza y cuello,'” y se ha relacionado la expresion de EGFR con las tasas de
supervivencia y con el prondstico en estos pacientes.''’ Estudios publicados
recientemente sugieren que la amplificacion del gen EGFR ocurre en un estadio

relativamente precoz del desarrollo del CCEO.'"!

Diversos estudios han demostrado un aumento de la expresion del EGFR en el

epitelio histolégicamente normal adyacente al CCE de cabeza y cuello.''*'*!'* Se ha
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demostrado también, un aumento de la expresion de EGFR en el epitelio normal
adyacente al CCE de cabeza y cuello tanto en pacientes fumadores y bebedores, como
en pacientes que no presentaban estos factores de riesgo.'”” Se ha encontrado que el
patron de tincion en el tejido normal adyacente al tumor estaba mas localizado en el
citoplasma que en la membrana, en contraste con el epitelio normal usado como

11
control.'"?

Las células con un aumento de la expresion del EGFR poseen una ventaja en el
crecimiento en comparacion con otras células. Especialmente, como se ha demostrado,
cuando el aumento de la expresion del EGFR se acompafia de un aumento de la

expresion de sus ligandos TGF-a.'™*

Esta observacion del aumento de la expresion del
EGFR en el tejido normal adyacente al tumor podria explicar el desarrollo de recidiva
precoz y de segundos tumores primarios después de la cirugia. Asi, una terapia dirigida

contra el EGFR podria estar indicada en estos pacientes.

I1.2.B.b. Ciclina D1

Las ciclinas, conjuntamente con las quinasas ciclina-dependientes (CDKs) son
reguladores positivos de la progresion del ciclo celular. El producto del gen
CCND/ciclina D1 fosforiliza el producto del gen retinoblastoma (RB) lo que conlleva a
la transicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular. La actividad de la ciclina D1 es

inhibida por diversos genes supresores de tumores, entre ellos P16, P21,y P27.'"°

La expresion y amplificacion de la ciclina D1 fue encontrada entre un 20 y un
68% de los carcinomas de la cavidad oral. Mientras muchos estudios encontraron una
correlacion entre la ciclina D1 y el prondstico en grupos heterogéneos de canceres de
cabeza y cuello, mostrando asociacion con recidivas, metastasis linfaticas y pobre
. . . 117 .y
supervivencia de los pacientes, ' esta correlacion no pudo ser demostrada cuando se

. . . . . 118,119
investigaron exclusivamente carcinomas de la cavidad oral.” ™

I1.2.C. Genes supresores de tumores

No solamente la activacion de los oncogenes es capaz de dar origen a una célula

neoplasica. La inactivacion de los llamados genes supresores de tumores puede también
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ser considerada como uno de los eventos iniciales en la carcinogénesis. Estos genes
actuan interrumpiendo el ciclo celular o bien induciendo la célula a la apoptosis,
impidiendo por tanto la perpetuacion de las mutaciones incompatibles con el
funcionamiento normal de la célula. A diferencia de los oncogenes, que pueden ser
afectados a través de mutaciones de solamente una de las dos copias de los genes, los
genes supresores de tumores son inactivados por mutaciones puntuales, reordenaciones
o deleciones en las dos copias de los genes. Aunque con un numero reducido, los genes

supresores de tumores juegan un papel fundamental en el proceso de la carcinogénesis.

Se ha propuesto la division de los genes supresores de tumores en dos grupos. El
primer grupo, los llamados “gatekeepers” controlan las vias de proliferacion celular.
Tipicamente los genes “gatekeepers” son reguladores negativos del ciclo celular. El
segundo grupo, los llamados “caretakers” controlan la precision del proceso de division
celular. Usualmente, estos genes estan involucrados en la reparacion del ADN y en el
control de la estabilidad genética. Su inactivacion no da lugar a la proliferacion celular
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per se, pero permite la adquisicion rapida de otras alteraciones genéticas.

La inactivacion de los genes supresores de tumores se puede dar a través de
pérdida de heterocigosidad, deleciones o inserciones, silenciamiento transcripcional por

alteracion en la region promotora, o mutaciones puntuales.

11.2.C.a. Gen P53

La mutacion del gen supresor de tumor P53 es uno de los cambios gendomicos

més frecuentes y mas investigados en el cancer humano.''

El gen P53 se localiza en el
brazo corto del cromosoma 17, y codifica una fosfoproteina de 53 kDa que tiene como
funcion la regulacion de la transcripcion genética, la sintesis de ADN y su reparacion, la
coordinacion del ciclo celular y la muerte celular programada.'® Estas funciones se

deben a la capacidad de la p53 de modular la expresion de diversos genes.'”

En condiciones normales, la proteina supresora de tumores p53 detecta dafios en
el ADN e interrumpe la progresion del ciclo celular en la transicion de la fase G1-S.
Después del dafio en el ADN, ocurre un aumento en el nivel de la p53 que a su vez

estimula la transcripcion de la proteina p21, codificada por el gen WAFI/CIPI. Esta
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proteina es una inhibidora de las CDKs que bloquea la fosforilacion de la pRB, que a su
vez bloquea la liberacion de las proteinas de transcripcion (E2F), bloqueando asi la
replicacion del ADN.'** Sin embargo, la expresion del gen WAFI/CIPI también es
inducida por una via independiente de la p53, como por ejemplo por los factores de
crecimiento: factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PTGF), factor de

crecimiento fibroblastico (FGF) y factor de crecimiento trasformante beta (TGF- B).”®

Si por algiin motivo ocurre un fallo en este mecanismo de control, la p53 induce

la célula a apoptosis, impidiendo por lo tanto que células con el ADN danado proliferen.

Las mutaciones en el gen P53 permiten que células neoplésicas atraviesen la
fase G1-S y propaguen sus alteraciones genéticas que pueden llevar a la inactivacion de
otros genes supresores de tumores o a la activacion de oncogenes.”” En el CCEO, la
mutacion del gen P53 parece ocurrir durante la transicion del carcinoma superficial
hacia el carcinoma invasivo.'” Las mutaciones del gen P53 ocurren como mutaciones
puntuales o deleciones. Las mutaciones puntuales resultan en una proteina
estructuralmente alterada que secuestra la proteina salvaje, causando su inactivacion y ,
por lo tanto, inactivando su actividad supresora. Las deleciones dan lugar a la reduccion

o pérdida de expresion y funcion de la p53.

Ademas, las mutaciones del gen de la p53 con subsiguiente sobreexpresion
representan un evento frecuente en la displasia epitelial y en el CCEO. El aumento del
riesgo de transformacion maligna en lesiones displdsicas con un aumento de la
sobreexpresiéon suprabasal de la p53 '*° y el comportamiento agresivo y el pobre
pronostico del cancer de cabeza y cuello con mutaciones de la p53 apuntan al

significado prondstico de las alteraciones de la p53.'*"'**

I1.2.C.b. Gen P27
El gen P27/KIPL que se localiza en el cromosoma 12p12-12pl13.1, también

juega su papel en la detencidn del ciclo celular en la fase G1, regulando la proliferacion

a través de la unidn e inhibicion de las ciclinas G1/complejos CDK.
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Las mutaciones en el gen P27 son raras, sin embargo han sido descritas en
diversos tipos de tumores malignos humanos.'*’ Por otro lado, diversos estudios han
descrito la pérdida o la disminucion de la proteina p27 en diversos tipos de neoplasias.
Ademas, se ha asociado la infrarregulacion de la proteina p27 con la agresividad de los

- . 130
tumores y la supervivencia.

Aunque los niveles de RNAm del P27 no cambien durante la progresion del
ciclo celular, los niveles de la proteina p27 sufren un cambio durante el ciclo celular,
con niveles maximos de expresion durante la fase G1 y GO. La disminuciéon de la
expresion de la proteina p27 se debe principalmente a un aumento en su tasa de

degradacion.

En el epitelio oral normal, las células de los estratos espinoso y granular
presentan una fuerte expresion de la proteina p27 en el nucleo celular.””' Diversos
estudios han descrito una reduccion de la expresion de la proteina p27 en lesiones con
displasia epitelial severa y que la expresion disminuia con la progresion hacia un
CCEO."*" Se ha descrito también, la infrarregulacién de la proteina p27 en CCEO en

. . ., 134
estadios muy tempranos de invasién."

Estos estudios indican que la reduccion de la
expresion de la proteina p27 ocurre en estadios muy tempranos de la carcinogénesis

oral.

Diversos estudios sugieren que la disminucion de la expresion de la proteina p27
puede ser utilizada como marcador del prondstico en pacientes con CCEO. Kudo et
al."”> han descrito la infrarregulacién de la proteina p27 en el 87% de los casos
estudiados, y la pérdida de expresion se ha correlacionado con un comportamiento mas
agresivo del tumor, incluyendo el aumento del potencial metastasico y la disminucion

de la supervivencia de los pacientes.

I1.2.D. Proliferacion Celular

La proliferacion celular se puede definir como ‘“el aumento del nimero de
células resultante de la conclusion del ciclo celular”."*® La tasa de proliferacion de un
cancer depende de distintos factores tales como la proporcion de células que proliferan

(fraccion de proliferacion), la duracion del ciclo celular y el factor de la pérdida celular

46



I1. Introduccion

(debido a la muerte y a la diferenciacion celular). El estudio de la fraccion de
proliferacion tiene gran importancia, ya que no deja de ser el reflejo del comportamiento
del cancer, cuanto mayor sea la fraccion de proliferacion, mayor serd el crecimiento del

tumor.

La hiperproliferacion es un marcador precoz, aunque no especifico, de un
desorden en el crecimiento. Se acepta generalmente que un aumento en la proliferacion
se asocia con lesiones en estadios més avanzados y que la distribucion de las células
proliferativas en el tejido pueda darnos mas informacion acerca del mecanismo de
regulacion que pierde su funcionalidad durante el proceso de la carcinogénesis en

multiples pasos.

Se han desarrollado distintos métodos para la deteccion de la tasa de
proliferacion celular. Estos métodos difieren no solamente en lo que detectan, sino
también en la fase del ciclo celular que marcan. Estos métodos incluyen Ila
cuantificacion de figuras mitoticas, el marcaje de la fase S mediante timidina tritiada o
de su andlogo bromodeoxiuridina (Brdu) y, mas recientemente, la citometria de flujo y

la inmunohistoquimica.

El indice de mitosis,”” se basa en la evaluacién estatica del namero de figuras
mitoticas en diez campos microscopicos de gran aumento. El indice marcado con

1 ’ . « g 1 .,
3% 0 de su analogo bromodeoxiuridina,'* se basa en la evaluacién en

timidina tritiada
tejido fresco de la incorporacidon activa del precursor de la sintesis de ADN. Una
autorradiografia permite estimular la cantidad de células que se encuentran en la fase
proliferativa. Otro método es la demostracion de regiones organizadoras nucleares por
métodos argénicos (contaje de AgNORs).'*" La citometria de flujo hace posible las

estimaciones estaticas'*' y dinamicas,'** dependiendo del método empleado.

Actualmente hay mucho interés en el estudio de la utilidad clinica de marcadores
inmunohistoquimicos de proliferacion celular, especialmente de marcadores nucleares.
Numerosas proteinas se expresan de manera diferente durante las distintas fases del
ciclo celular, incluyendo la duplicacion de ADN durante la replicacion celular. La

proliferacion celular de las displasias y del cancer oral ha sido ampliamente estudiada
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mediante diferentes técnicas.'* Entre ellas los dos marcadores mas comiinmente

utilizados son el PCNA vy el Ki-67/MIB-1.'*

I1.2.D.a. Antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA)

El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), miembro de la familia de
las ciclinas, es un componente auxiliar de la DNA-polymerasa-0 que aparece en células

en proliferaciéon.'*

En la mucosa oral normal y en lesiones hiperplésicas, la inmunorreactividad para
la PCNA aparece limitada a las células proliferativas de la capa basal, pero en lesiones
displasicas esta expresion aumenta e incluso se extiende a las capas suprabasales. El
contaje de PCNA se correlaciona inversamente con el grado de diferenciacion.'*% 14> 146
Un estudio sugiere que el contaje de PCNA disminuye después de la quimioterapia,

proponiendo la utilidad de este marcador para monitorizar la respuesta a la terapia.'*

11.2.D.b. Ki-67 (MIB-1)

El antigeno Ki-67 es una proteina nuclear (no histona) que se expresa en todas
las fases del ciclo celular (G1, S, G2 y M), pero esta ausente en las células en reposo
(G0).'" El gen para este antigeno se localiza en el brazo largo del cromosoma 10

(10g25), y el Ki-67 reconoce dos proteinas de 345 y 390 kDa.'*®

La expresion de Ki-67 empieza en la fase G1, aumenta progresivamente durante
las fases S y G2 y alcanza un pico en la mitosis (M). Después de la division, las células
regresan a la fase GO con un stock de Ki-67, el nivel disminuye progresivamente

durante esta fase.'”

Durante la interfase, el Ki-67 puede ser detectado exclusivamente
dentro del nucleo, mientras que durante la mitosis gran parte de la proteina es trasladada
a la superficie de los cromosomas. El antigeno es rapidamente degradado cuando la
célula entra en estado no-proliferativo,'™ y parece no haber expresion de Ki-67 durante
el proceso de reparacion del ADN."' La funcion exacta de esta proteina sigue sin

CONnocerse. 152
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El MIB-1 es un anticuerpo monoclonal equivalente al anticuerpo anti- Ki-67,
con la ventaja de que aquél puede ser utilizado en secciones de tejidos conservados en

parafina.'>

En términos de resultados de tincion, el Ki-67/MIB-1 generalmente posee menos

fondo y mas contraste que el antigeno nuclear de proliferaciéon celular (PCNA),'*

por lo
cual la tincion con el Ki-67/MIB-1 es mas facil de interpretar y cuantificar. Por lo tanto,
la determinacion de la proteina Ki-67 puede ser empleada para medir la fraccion de

crecimiento del tejido normal y de tumores malignos.154

Las lesiones premalignas de distintas localizaciones anatdmicas se caracterizan

. ., 155,156
por un aumento en la proliferacién celular,

y ésta, en general, se relacionan al
grado de displasia epitelial. Por lo tanto, los marcadores de proliferacion celular pueden
ser utiles en la valoracion del tipo y grado de las lesiones premalignas orales. Asi, los
cambios en la capacidad proliferativa de las lesiones premalignas orales puede revelar
los cambios preneoplasicos precoces e indicar su potencial de transformacion

183
maligna.

Se ha demostrado también que el indice de marcaje del Ki-67 se corresponde
con el grado histologico de las lesiones leucoplésicas de la cavidad oral, siendo éste

. . 157, 158
mayor cuanto mayor es el grado de displasia. "

Estas observaciones sugieren que
un desorden en la proliferacion puede ser una consecuencia temprana de la exposicion a
agentes carcinogénicos. El valor pronostico del Ki-67 en las lesiones premalignas sigue

. 159
sin ser demostrado.

Recientemente la expresion de Ki-67 fue estudiada en lesiones malignas y
premalignas de la cavidad oral.'® El patrén de distribucion de la Ki-67 en lesiones
hiperqueratésicas y lesiones con displasia se da principalmente en las capas basal y
suprabasales del epitelio, mientras en la mucosa oral normal se da principalmente en la
capa basal. En lesiones de CCEO la mayoria de las células malignas se tifien
intensamente con Ki-67. La proliferacion celular medida por la expresion de Ki-67 en el
frente de invasion tumoral demostr6é una correlacion fuertemente positiva con el grado

. e 6]
de diferenciacion histologica.
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Se ha demostrado que los altos indices de Ki-67 observados en el CCEO poseen
relacion con la progresion de la enfermedad siendo indicativos de un pobre

fopinn 133,162, 163
pronostico. ~ 7

No solo la valoracidon cuantitativa, sino también la valoracion cualitativa,
parecen ser indicativas del comportamiento del CCEO. La expresion suprabasal de la
proteina Ki-67 en lesiones orales con displasia y lesiones malignas se correlaciona con

;e g , e e e . 164
un pobre prondstico, con recidivas y metéstasis linfaticas cervicales.

Se ha descrito que la expresion de Ki-67 es un factor indicativo del fracaso del
tratamiento. En una larga serie de CCE de la cavidad oral y orofaringe tratados con
cirugia y radioterapia el indice de proliferacion mas alto fue indicativo de recidivas

tempranas.'® Resultados similares fueron descritos en el CCE de lengua.'®

Se ha demostrado también la correlacion entre la expresion de las proteinas p53
y Ki-67 en lesiones premalignas y malignas de la cavidad oral.'® En circunstancias
normales, como ya hemos visto, la p53 regula el ciclo celular induciendo la detencién
de la fase G1 o la apoptosis en células dafiadas genéticamente.'® Para los autores, la
correlacion significativa entre la pS3 y Ki-67 sugiere que alteraciones en la p53 llevan a
un aumento de la proliferacion celular. Recientemente se ha demostrado in vitro que
tanto la p53 mutante y Ki-67 se sobreexpresan en células malignas y premalignas.167
En conjunto, esos hallazgos indican que la Ki-67 puede ser utilizada como marcador

prondstico en el CCEO.

I1.2.E. Apoptosis

El denominador comun de diversos procesos neoplasicos es el crecimiento
andrquico y autébnomo de sus células. Este aumento se debe tanto a una proliferacion
celular intensa a como una muerte celular insuficiente.'®®'® Consecuentemente,
mutaciones y otras alteraciones moleculares que impiden la apoptosis pueden jugar un
importante papel en la patogenia y en la progresion de distintas neoplasias. La apoptosis
es una forma de muerte celular programada genéticamente que se distingue por la
activacion de una familia de proteasas cisteina-aspartato (caspasas) que rompen varias

proteinas originando cambios morfoldgicos y bioquimicos caracteristicos de esta forma
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de muerte celular. Las aberraciones en este proceso, que conllevan una reduccion de la
muerte celular, podrian participar en la carcinogénesis favoreciendo la aparicion de

mutaciones transformantes.'”’

El descubrimiento de una variedad de cambios genéticos, que influyen en la
apoptosis y aparecen en neoplasias benignas y malignas, apoya a la teoria de que las

aberraciones en la apoptosis contribuyen a la transformacion neoplasica.'*®!"!

Esto se demuestra por la alta frecuencia en que mutaciones que afectan al gen
supresor de tumores P53 o al oncogen BCL-2 y otros miembros de la familia BCL-2 en

169172 Evidencias maés directas del papel critico de la

diversos tipos de cancer.
desrregulacion de la apoptosis en ciertos tipos de cdanceres se obtuvieron de
experimentos que demuestran que la inhibicion de la apoptosis (p.ej., en células
transferidas con Bcl-2 o en ratones transgénicos con sobreexpresion de Bcl-2) se
relaciona con la adquisicion de un fenotipo maligno, mientras la restauracion de los
defectos en el mecanismo apoptoético (p. €j., a través de transferencia de la p53 salvaje)

previene o revierte el crecimiento maligno y su progresion.'®* 2

El CCEO ha sido correlacionado con la desrregulacién del proceso apoptotico.®®
128, 173, 174175 Qe ha sugerido que la carcinogénesis oral se correlaciona con la
acumulacion progresiva de alteraciones genéticas en las moléculas que juegan un papel
crucial durante la apoptosis.'” '"® La presencia de cambios en lesiones premalignas de
la mucosa oral sugiere el papel significativo de las desviaciones de la apoptosis durante
los pasos iniciales de la transformacion maligna. Por ejemplo, miembros de la familia
Bcl-2 y Bax se expresan diferentemente en el epitelio oral normal, displasia epitelial y
en el CCEO."™ 7 Ademés, una relacién baja entre Bcl-2/Bax, y por lo tanto

proapoptotica, ha sido demostrada con o un indicador de un pronostico favorable en el

CCE de lengua.'”™ '"™®

Parece convincente que durante el proceso en multiples pasos de la
carcinogénesis, la acumulacion de dafios genéticos resultan en la pérdida del control de
la proliferacion celular, asi el mantenimiento del equilibrio entre la proliferacion y la
muerte celular depende de la eliminacion apoptotica de células con una proliferacion

anormal' . En este contexto, el déficit en las vias apoptéticas en la displasia y en el
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cancer oral dan lugar a tasas de apoptosis, aunque aumentadas en relacion al epitelio
normal, insuficientes para compensar la proliferacion celular acelerada y a la
acumulacion de células danadas genéticamente, permitiendo asi el crecimiento
incontrolado, la adquisicion de mutaciones adicionales y la progresion de la

enfermedad.'”

La identificacion de reguladores de la apoptosis, los cuales poseen potencial de
influenciar el balance entre muerte y viabilidad celular, ha ganado especial interés en el

entendimiento de la carcinogénesis.

I1.2.E.a. Bcel-2

El protooncogen BCL-2, localizado en el cromosoma 18, fue el primer gen anti-
apoptotico descrito'”’ y esta involucrado en la regulacion de la apoptosis controlada por

la p53, demostrando una relacion inversa con la expresion de p53.180

La pieza central del programa apoptotico y el efector principal de la muerte
celular programada es la familia de proteinas relacionadas con la Bcl-2. El miembro
principal de esta familia es la proteina Bcl-2. Todas las proteinas de esta familia exhiben
dos dominios, Bh1l y Bh2, que regulan la formacion de dimeros entre los antagonistas

81 [ a actividad de esta familia de

(Bcl-2 y Bcel-xi1) y los agonistas de la apoptosis (Bax).
proteinas se regula en funcion de la competencia entre dimeros pro-apoptoticos y anti-
apoptoticos. Asi, si el nivel de Bcl-2 (anti-apoptotico) es mayor que el de Bax (inductor
de la apoptosis), los homodimeros Bcl-2/Bcl-2 prevalecen y las células estaran
protegidas de la muerte celular programada. Si, por el contrario, Bax esta en exceso, se
favorece la formacion de heterodimeros Bcl-2/ Bax y se induce la apoptosis. Por tanto la

relacion (nivel relativo de expresion) entre las proteinas inductoras y protectoras de

apoptosis determina el destino final de la célula. '**

Se ha demostrado una reduccion de la expresion de la Bel-2 en el CCEO en
comparacion con la mucosa oral normal, asi como la correlacion entre la expresion de

Bax y el grado histologico '**.

En otro estudio, se ha demostrado que la expresion de Bcl-2 y el indice de

apoptosis no poseen un valor pronostico significativo en una serie de 57 pacientes con

52



I1. Introduccion

CCEO. Sin embargo el aumento de la expresion de Bax se correlaciond con un

Lt 184
prondstico desfavorable.'®

En resumen, la disminucion de la expresion de Bel-2 en queratinocitos humanos
premalignos y malignos sugiere que, probablemente, la expresion preferente de
miembros de la familia Bcl-2 que protegen de la apoptosis es un fenémeno clave precoz
en el desarrollo de CCEO,'® haciendo sensibles las células a la aparicién de mutaciones
y a la progresion tumoral. En condiciones normales, el proceso de apoptosis elimina
eficazmente a las células genéticamente dafiadas y evita su crecimiento y progresion
hacia la malignidad. Si este proceso falla, pueden sobrevivir células con ADN lesionado
desarrollando una hiperrespuesta a sefiales de proliferacion. Esta continua persistencia
de células resistentes a la apoptosis aumenta la posibilidad de que acontezcan

mutaciones adicionales que concluyan finalmente en el fenotipo maligno.

ILI.2.E.b. Survivina

Ademas de las moléculas Bcl-2, pro y anti apoptoticas, una segunda familia de
genes inhibidores de la apoptosis (IAP) ha sido identificada.'™ La survivina, una
proteina anti-apoptotica,'®’ es indetectable en la mayoria de los tejidos normales en los
adultos, mientras su expresion en tumores humanos ha sido relacionada con un aumento
de la agresividad tumoral y una disminucion de las tasas de supervivencia de los
pacientes con cancer. Existen evidencias de que la inhibicion de la apoptosis por la
survivina es un parametro predictivo de un mal pronostico en cadnceres humanos y que

.. . . ;. ;. . 188
la survivina puede ser una diana diagndstica y terapéutica en tumores malignos.

Tanaka et al."® han estudiado la expresiéon de survivina en el CCEO. En este
estudio, los autores han demostrado la ausencia o una débil expresion de la survivina en
la mucosa oral normal. El 58% de los CCEO presentaron inmunorreactividad para la
survivina en el citoplasma de las células tumorales. Sin embargo, no se han encontrado
relaciones significativas entre la expresion de survivina y las caracteristicas clinico-
patologicas de las lesiones. En este mismo estudio, los autores encontraron que el 37%
de las leucoplasias presentaron expresion de survivina. Los niveles de survivina en las

leucoplasia y en las lesiones malignas fueron significativamente mas altos que los
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encontrados en la mucosa oral normal. Sin embargo, no se encontraron diferencias

significativas en los niveles de expresion entre las leucoplasias y los CCEO.

Lo Muzio et al."””® han investigado el potencial predictivo de la expresion de
survivina para identificar las lesiones premalignas (con displasia epitelial) con mayor
riesgo de transformacion maligna. La expresion de survivina en el tejido oral normal
aparecié esporadicamente en las capas basal y suprabasal, con una tincidon débil. Sin
embargo, el 94% de las lesiones premalignas que progresaron hacia un carcinoma
presentaron expresion de survivina, mientras que sélo el 33% de las lesiones donde no
se observd la transformacion maligna presentaron positividad. No se encontrd
correlacion entre la expresion de survivina y el grado de displasia epitelial. E1 100% de

los CCEO presentaron positividad para la survivina.'”

IL.2.F. Angiogénesis

El crecimiento tumoral esta asociado con una actividad celular elevada donde el
aumento del soporte sanguineo es crucial para la continuacion de su desarrollo. El
proceso de angiogénesis es un proceso de multiples pasos que parecen estar regulados
tanto por factores estimulantes como por factores inhibidores. Los pasos criticos para la
neovascularizacion incluyen la degradacion de la matriz extracelular, proliferacion de
células endoteliales, migracion y remodelacion de la matriz extracelular. Se ha asociado
la angiogénesis con la aparicion de metéstasis y una disminucion de la supervivencia de

pacientes con varios tipos de tumores, incluyendo el CCEO.

Aunque la valoracion directa de la angiogénesis en los cortes histologicos es un
procedimiento dificil, se ha sugerido que la cuantificacion de microvasos tefiidos
inmunohistoquimicamente (microdensidad vascular) puede ser utilizada como indice.""
Desafortunadamente, diversos estudios han utilizando anticuerpos distintos para
identificar los vasos sanguineos, lo que hace que la comparacion de los resultados sea

problematica.
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I1.2.F.a. Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

Dentro de los factores angiogénicos, el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) tiene un papel destacado. El VEGF induce la proliferacion, diferenciacion y
migracion de las células vasculares endoteliales, aumenta la permeabilidad de los vasos
capilares,’ y también aumenta la supervivencia de las células endoteliales previniendo

la apoptosis.'” Algunos estudios han demostrado que la expresién de VEGF es un

19 195

factor prondstico independiente en pacientes con cancer de mama,'® colon y
, 196 . . . . .,

esofago.”” Sin embargo, pocos estudios han investigado la correlacion entre la

expresion de VEGF y el prondstico en pacientes con CCEQ.

Uchara et al.'”’

no encontraron correlacion entre la expresion de VEGF vy las
metastasis ganglionares en los pacientes con CCEO, pero los tumores con un prondstico
desfavorable presentaron un expresion més alta de VEGF. Moriyama et al.'”®
encontraron relacion entre la expresion de VEGF y las metastasis cervicales en una serie
de 44 pacientes con CCEO. El VEGF parece estar involucrado en el proceso de
angiogénesis en el cancer oral, pero su papel como marcador prondstico aun no esta
definido.”” El aumento de la vascularizacion en los tejidos malignos puede

proporcionar una base para una terapia anti-angiogénesis dirigida contra las células

tumorales.

I1.2.G. Invasion y Metastasis

El CCEO se caracteriza por su alto grado de invasividad local asi como por su
alta tendencia a producir metastasis a los ganglios linfiticos cervicales,”” y

consecuentemente altas tasas de recidiva local y regional.

El mecanismo de invasion y metastasis es complejo y consiste en multiples
pasos secuenciales.””! Para llevar a cabo el proceso de invasion y metastasis las células
neoplasicas deben desprenderse del tumor primario e invadir la matriz extracelular. En
este primer paso, la pérdida de adhesion intracelular y entre célula y matriz extracelular
son requisitos para la progresion tumoral. Estudios recientes sugieren que la expresion
aberrante de moléculas de adhesion intercelular, como la cadherina-E, y moléculas de

adhesion entre célula y matriz extracelular, como laminina 5 y2, se relacionan con el
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comportamiento bioldgico del tumor a través de la adquisicion de un fenotipo invasivo,

pudiendo ser utiles para la determinacion del pronostico de los pacientes.

Las moléculas de adhesion regulan el crecimiento y diferenciacion de las células
epiteliales y juegan un importante papel en el mantenimiento de la integridad estructural
y la organizacion del epitelio escamoso estratificado. La reduccion de la integridad de la
adhesion intercelular ha sido implicada en la pérdida de diferenciacion celular,
acompafiada por una mayor movilidad e invasividad de las células epiteliales

L. ) . 202
neopldsicas en diversos carcinomas humanos.

I1.2.G.a.Laminina 5 y2

Las lamininas son una gran familia de glicoproteinas de la membrana basal y
poseen multiples funciones biologicas entre las cuales se incluyen la adhesion,
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dispersion y migracion celular, asi como la proliferacion y diferenciacion celular.

Estructuralmente, las lamininas estdn compuestas por una cadena o, una cadena
By una cadena y de proteinas heterodiméricas.”® En la actualidad se sabe que las
combinaciones entre estas subunidades forman una gran variedad de distintas isoformas.
La actividad bioldgica especifica de las distintas lamininas se debe a que estas
moléculas presentan especificidad de expresion para cada tipo de tejido. La laminina 5,
que consta de las cadenas a3, B3 y y2, se sintetiza inicialmente como un precursor de
460 kDa, que sufre un procesado proteolitico especifico, convirtiéndose en una forma
mas pequena tras su secrecion en la matriz extracelular. La cadena y2 de la laminina 5
es una isoforma singular, ya que su expresion se limita a los tejidos epiteliales, donde
forma parte del sistema de anclaje epitelial, asi como de la locomocion celular. La
cadena y2 de la laminina 5 es esencial para la adhesion de los queratinocitos basales a la
membrana basal subyacente, y actlia como ligando de adhesion para las integrinas a3p1,

a6pl y a6p4 a2p1.2”

Los datos acumulados sugieren que en una serie de diferentes carcinomas
humanos se produce un aumento de la expresion de laminina 5 y2, y que su expresion es
caracteristica de células cancerosas con un fenotipo celular invasivo. Varios estudios

indican que la expresion de la proteina laminina 5 y2 puede servir de marcador de
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cancer invasivo en diversos tipos de carcinomas de células escamosas. Se ha sugerido
que la expresion de laminina 5 y2 secretada por las células tumorales contribuye a la
invasion de las células neopldsicas estimulando la motilidad celular.”®® Estudios
experimentales han demostrado que la laminina 5 y2 promueve la dispersion celular

A . . i1 207, 208
cuando es afiadida a cultivos de células epiteliales.””

La expresion preferencial de laminina 5 y2 en el frente de invasion tumoral, zona
en la cual las células tumorales presentan un fenotipo mas agresivo,209 indica la
posibilidad de que esta molécula sea utilizada como marcador de progresion y
malignidad en diversos tipos de cancer de origen epitelial*'’. En el frente de invasion, es
frecuente que el tumor presente un menor grado de diferenciacion y mayor disociacion
celular.’'' La expresion de laminina 5 y2 en el frente de invasion ha sido estudiada en

diversos tipos de cancer y se ha asociado con recidivas y un prondstico desfavorable en

213 214

el CCE de esofago,”? colon, > y adenocarcinomas de pulmon.

Nordemar et al?"

estudiaron la expresion de laminina 5 y2 en lesiones
premalignas que posteriormente se transformaron o no en un CCEO. Los autores
encontraron una expresion positiva en el 60% de las lesiones que sufrieron
transformacion en comparacion con el 23% en lesiones que no sufrieron
transformacion. Basados en estos resultados, los autores concluyen que las lesiones

premalignas con expresion de laminina 5 y2 poseen un alto riesgo de sufrir

transformacion maligna.

Hasta la fecha, existen pocos estudios que sobre la relacion entre la expresion de
laminina 5 y2 y el prondstico de los pacientes con CCEO, y la mayoria se refieren

solamente a CCE de localizacion lingual.

Ono et al.?'® demostraron que el aumento de la expresion de laminina 5 y2 en
CCE de lengua, la cual refleja un potencial altamente invasivo de las células
cancerigenas, es un factor indicativo de un prondstico desfavorable. En un estudio
posterior, sobre un nimero mayor de pacientes, los autores confirmaron estos hallazgos

iniciales.?!”
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Recientemente, Stoltzfus et al.>'® encontraron que la expresion de laminina 5 y2
es un factor predictivo de la recidiva en CCE de lengua en estadio I tratados inicamente

con cirugia.
I1.2.G.b. Cadherina-E

Las cadherinas son una familia de glicoproteinas de la superficie celular que
acttian como moléculas de adhesion intercelular a través de las uniones dependientes de
calcio (Ca®"). Las cadherinas clasicas fueron originalmente descritas por su
especificidad en determinados tejidos, cadherina-E (epitelial), cadherina-N (neural), y
cadherina-P (placentaria), y han sido utilizadas como marcadores en la identificacion de
tejidos normales y neoplasicos. Estas cadherinas contienen un segmento extracelular
relativamente grande (consta de cuatro dominios), un segmento Unico transmembrana y

S i 209
un dominio citoplasmatico también unico.

La cadherina-E es una glicoproteina transmembrana de 124 kDa, codificada por

el gen CDHI/ cadherina-E, localizado en el cromosoma 16¢22.1. '*

La cadherina-E es una molécula clave en el mantenimiento de la adhesion
intercelular. Los dominios extracelulares de la cadherina-E de las células vecinas se
unen entre si manteniendo las células en conjunto. Esta funcién adhesiva de la
cadherina-E depende principalmente de la asociacion con proteinas citoplasmaticas,
llamadas cateninas, que unen la cadherina-E al citoesqueleto celular.”® Las cateninas
son una familia de proteinas que incluyen las cateninas o, B y y. El dominio
citoplasmatico de la cadherina-E se une directamente a las cateninas 3 y y, mientras la

catenina a une el complejo cadherina-E/cateninas By v al citoesqueleto de actina.**!

La cadherina-E participa también en la mediacion de los mecanismos de
transduccion de sefales que controlan fendmenos celulares, que incluyen la polaridad,

diferenciacion, crecimiento y migracion celular. 22
En el epitelio oral normal o hiperplésico, la cadherina-E se expresa en la zona

inferior del estrato espinoso y en la capa basal,**® excepto en la superficie basal de las

células basales.”**
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La infraregulacion de la adhesion celular mediada por la cadherina-E ha sido

asociada con la progresion de diversos tumores malignos humanos,”> **°

227, 228 1 229

incluyendo el

cancer de cabeza y cuello y el céncer ora La pérdida de la expresion de
cadherina-E ha sido asociada con un aumento de la invasividad, estadios T y N
avanzados y con un pronostico desfavorable.”” **° La expresiéon anormal de cadherina-
E parece ser causada por multiples mecanismos, incluyendo la pérdida de
heterocigosidad en el locus CDHI, y mutaciones somadticas. El silenciamiento
transcripcional por hipermetilacion de las islas CpG en las region promotora también ha

. . . ’ 231
sido descrita en diversos tumores y lineas celulares.”

11.3. EPIGENETICA DEL CANCER ORAL

Aunque la busqueda de alteraciones genéticas ha ocupado gran parte de la
investigacion oncoldgica y ha permitido un mejor conocimiento de la biologia del
cancer probando el papel de la genética en el proceso de multiples pasos de la
carcinogénesis, recientemente se ha propuesto una base epigenética para el cancer. La
epigenética se podria definir como un cambio heredable en la expresion genética que no

232 Una de las caracteristicas

es acompainiado por alteraciones en la secuencia del ADN.
epigenéticas mas importantes en la biologia del céncer es la inactivacion de genes
supresores de tumores por metilacion de residuos de citosina en las islas CpG
localizadas en sus regiones promotoras. Aunque la metilacion sea un evento comun en
el genoma humano, y entre el 70- 80% de los nucleotidos CpG aparezcan metilados en

las células humanas,233 un tramo de aproximadamente 1kb de ADN rico en GC, llamado

islas CpG, parece estar protegido de esta modificacion.

Las alteraciones genéticas y epigenéticas parecen actuar conjuntamente
afectando diversas funciones celulares, como la regulacion del ciclo celular, reparacion
de ADN, apoptosis, angiogénesis y adhesion intercelular, en el proceso de crecimiento y
progresion tumoral™®. Se demostrado que la hipermetilacién de islas CpG con la
consecuente inactivacion de genes supresores de tumores puede proporcionar una
ventaja de crecimiento a las células neoplasicas. Ademas, con la utilizacion de drogas

que inducen la desmetilacion del ADN para restablecer la expresion de genes supresores
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de tumores y otros genes importantes en la biologia del cancer, se conseguido controlar

. 232
los tumores experimentalmente.*

Hay evidencias de que cada tumor humano posee un fenotipo de metilacion
especifico.”’ Se ha identificado que la hipermetilacion de genes que regulan la adhesion
intercelular (cadherina-E), la reparacion del ADN (MGMT) vy el ciclo celular (P16) son
eventos epigenéticos frecuentes en el CCE de cabeza y cuello.”* Aunque los estudios en
CCEO sean limitados, la hipermetilacion de los genes MGMT, cadherina-E y P16,
ocurre en el 41%, 35%, y 23%, respectivamente.236 La hipermetilacion del gen P16 ha

23

sido también descrita en la mucosa oral normal de fumadores ' y en lesiones

displasicas de la cavidad oral, lo que sugiere que éste es un fenomeno precoz en la

: / : 238
carcinogencesis oral.

La utilizacion de la metilacion de las islas CpG localizadas en las regiones
promotoras, como marcador o diana molecular, abre nuevas areas de investigacion con
aplicacion en la deteccion precoz, prediccion del comportamiento y pronostico,

. ., . L. . , 234 . ..
clasificacion epigenética, y terapia del cancer.”” El mejor conocimiento de estas
alteraciones ha proporcionado un nuevo campo de investigacion en la terapéutica del
cancer. El perfil de metilacion de los tumores puede ser utilizado como una diana
terapéutica para la investigacion de drogas que reviertan este proceso y reestablezcan la

., . e 239
expresion de genes supresores de tumores silenciados por metilacion.
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III. MATERIAL Y METODOS
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II1.1. SELECCION DE LOS PACIENTES

Se han estudiado retrospectivamente las historias clinicas de los pacientes
diagnosticados y tratados de CCEO en el Servicio de Cirugia Maxilofacial del
Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela, entre los afios 1995 y
2000. Debido a la ausencia de un registro de tumores, los casos fueron localizados en el
registro de ingresos a quirdéfano para tratamiento quirargico de un carcinoma de células
escamosas en el Servicio de Cirugia Maxilofacial durante este periodo. Seguidamente,
se procedid a la revision de las historias clinicas en el Archivo Central del Complejo

Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela .

III.1.A. Criterios de inclusion y exclusion

Segun los criterios de inclusion se seleccionaron todos aquellos pacientes que
hubiesen sido tratados quirargicamente de un CCEO con un periodo de seguimiento
minimo de 3 afos, salvo que hubiese fallecido a causa de la enfermedad durante este
seguimiento. Se incluyeron las lesiones asentadas en las siguientes localizaciones
consignadas en la 9* revision del Cédigo Internacional de Enfermedades:** 141.1-
141.4, 141.8 y 141.9, porcion movil de la lengua; 143.0-143.9, encia en todas sus
localizaciones; 144.0-144.9 suelo de boca todas sus localizaciones; 145.0-145.9 otras
localizaciones cavidad oral (mucosa yugal, vestibulo, paladar duro y trigono

retromolar).

Se excluyeron aquellos pacientes que hubiesen recibido tratamiento con radio o
quimioterapia anteriormente al tratamiento quirdrgico. Ademas, se excluyeron los

pacientes con metdstasis a distancia en el momento del diagndstico.

II1.2. DATOS CLINICOS

De cada historia clinica se obtuvieron los siguientes datos clinicos: edad, sexo,
historia de los habitos tabaquicos y alcohodlicos, localizacion, estadio clinico,
clasificacion TNM, tratamiento de la lesion primaria, presencia o ausencia de recidiva,
aparicion de segundos tumores primarios, metastasis a distancia, intervalo libre de

enfermedad y supervivencia a la enfermedad (APENDICE 1).
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El estadio tumoral fue clasificado segun la 5* edicién del Manual de Estadiaje

del Cancer del AJCC ¢ (ver pagina 18).
pag

II1.2.A. Factores de riesgo

II1.2.A.a. Tabaco

Se registr6 el consumo de tabaco segin la cantidad de cigarrillos consumida

diariamente y los pacientes fueron agrupados de forma semi-cuantitativa en:

- fumador leve (menos de 10 cigarrillos/dia)

- fumador moderado (entre 10 y 20 cigarrillos/dia)
- fumador importante (més de 20 cigarrillos/dia)

- no fumador

- desconocido

I11.2.A.b. Alcohol

El consumo de alcohol se registr6 semi-cuantativamente, segin la cantidad en

gramos consumida diariamente, y los pacientes fueron clasificados en:

- bebedor leve (menos de 40 g/dia)

- bebedor moderado (entre 40 y 80 g/dia)
- bebedor importante (mas de 80 g/dia)

- no bebedor

- desconocido
I11.2.B. Evolucion de la enfermedad
La zona de recidiva fue definida como local (localizacion primaria) o regional
(nddulos linfaticos cervicales), segundo tumor primario, o metastasis a distancia. Las

metastasis cervicales tardias, y recidivas de las metastasis cervicales fueron

identificadas como recidivas regionales. Las metastasis a distancia se definieron como
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la diseminacion tumoral a partir del tumor primario hacia 6érganos o nodulos linfaticos a

. - 242
distancia.

El intervalo libre de enfermedad fue medido desde la fecha del tratamiento

inicial hasta la fecha del diagnostico de la recidiva local, regional o a distancia.

I11.2.C. Evolucion del paciente

La supervivencia fue definida como el intervalo entre el inicio del tratamiento y

la fecha de la muerte o la fecha del ultimo control para los casos censurados.

I11.3. ESTUDIO HISTOLOGICO CONVENCIONAL

Las muestras histoldgicas fueron obtenidas del Servicio de Anatomia Patologica
del Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela. Las piezas
quirargicas fueron fijadas en formol tamponado al 10%, por un méximo de 24 horas, e
incluidas en parafina. Tras el estudio con técnicas habituales de hematoxilina-eosina, se
seleccionaron los bloques mas representativos de los tumores y se realizaron nuevos

cortes de 5 micras para el estudio histologico e inmunohistoquimico.
IIL.3.A. Grado de diferenciacion histologica

La diferenciacion histologica fue definida segun los criterios de la OMS *® en
tumores bien diferenciados, moderadamente diferenciados y pobremente diferenciados.
Todas las muestras fueron clasificadas por el mismo observador.
I11.3.B. Modo de Invasion Tumoral

El modo de invasion tumoral se clasificé en 4 categorias:>>

A) Tumor con margenes invasivos bien delimitados que empujan el tejido

adyacente.

B) Tumor con margenes que infiltran el tejido adyacente en cordones so6lidos.
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C) Tumor con margenes que contienen pequefios grupos o cordones de células
infiltrantes (> 15 células tumorales).
D) Tumores con marcada disociacion celular en pequefios grupos celulares o

incluso células individuales (< 15 células tumorales).

Para el analisis de los resultados se agruparon las categorias A y B (poco

invasivos) y C y D (muy invasivos).

II1.3.C. Profundidad de Invasion Tumoral

Para la medicion de la profundidad maxima de los tumores se seleccionaron los
cortes con el maximo grosor en los cuales se podia observar la mucosa adyacente y que
se consideraron que no fueron cortados tangencialmente. Para la medicion se utilizo una
rejilla micrométrica (Graticules Ltd., Tombridge, Reino Unido) para medir la distancia,
en milimetros, a partir de una linea imaginaria reconstruyendo la membrana basal de la
mucosa oral sana hasta el punto de invasion maximo del tumor, tanto en lesiones

: 241
exofiticas como ulceradas.

IIL.3.D. Invasion perineural

La invasion perineural fue positiva cuando se identificaron células tumorales en
el espacio perineural. Los tumores adyacentes a los nervios sin penetrar en el espacio

. . . . . . 242
perineural no fueron considerados positivos para la invasion perineural.

I1.3.D. Estado de los margenes quirurgicos

Para la definicion del estado de los margenes quirtrgicos se han revisado los
informes histologicos referentes a la escision del tumor, asi como todos los informes de
las biopsias intraoperatorias realizadas durante el acto quirirgico. Los margenes
quirtrgicos se definieron como libres de infiltracion tumoral (margenes negativos) o

con infiltracion tumoral (margenes positivos).
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I11. 4. ESTUDIO IN MUNOHISTOQUiMICO

Para las técnicas inmunohistoquimicas se utilizd el sistema automatico de

tincion Techmate 500 (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca):

I11.4.A. Preparacion de los cortes de parafina

Los cortes de parafina de 5 micras se recogieron en portaobjetos pretratados
especificos para su uso en el tefiidor Techmate (Dako ChenMate Capillary Gap
Microscope, DakoCytomation). Los cortes se dejaron secar durante una noche a 45°C y

posteriormente fueron desparafinados e hidratados.

II1.4.B. Recuperacion Antigénica

Segun el anticuerpo primario utilizado, las muestras fueron sometidas a distintos

métodos de recuperacion antigénica.

111.4.B.a. Ki-67/MIB-1 y Laminina 5 y2

Meétodo de recuperacion antigénica en bafo termostatico himedo a 99°C durante
40 minutos, en una solucion de recuperacion antigénica Tris-EDTA, pH 9 (Target

Retrieval Solution, S3308, DakoCytomation).

111.4.B.b. EGFR

Recuperacion antigénica mediante tratamiento enzimatico con Proteinasa K. Las
muestras fueron incubadas a temperatura ambiente durante 5 minutos con Proteinasa K

al 0,1% diluida en solucion tampon Tris- HCL.

I11.4.B.c. Cadherina-E
Pretratamiento en el horno microondas a una potencia de 750 W durante 20

minutos, en solucion tampdn citrato, pH 6 (Target Retrieval Solution, S2031,

DakoCytomation).
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II1.4.C. Técnica inmunohistoquimica

Tras enfriar las secciones durante 20 minutos, éstas fueron introducidas en los

contenedores especiales del tefiidor automatico TechMate 500 (DakoCytomation), el

cual realiz6 la técnica inmunohistoquimica siguiendo los siguientes pasos:

9.

Lavado PBS

Incubacion con anticuerpos primarios a temperatura ambiente durante 30
minutos: Anticuerpo monoclonal anti-Ki-67, dilucion 1/10 (clon MIB-1,
DakoCytomation); anticuerpo monoclonal anti-EGFR prediluido (clon 2-18C9,
DakoCytomation); anticuerpo monoclonal anti-Laminina 5 y2, diluciéon 1/10
(clon 2-18C9 , DakoCytomation); y anticuerpo monoclonal anti-cadherina-E,
dilucion de 1/100 (clon 36, Transduction Laboratories, Lexington, Kentucky,
EUA). (Tabla 6).

Lavado PBS

Bloqueo peroxidasa enddgena con perdxido de hidrogeno al 3% durante 5
minutos.

Lavado PBS

Incubacion con sistema de polimeros de dextrano durante 30 minutos.
(EnVision™ Detection Kit,DakoCytomation). El sistema de polimeros de
dextrano se basa en la utilizacion de un polimero de alto peso molecular, al que
se conjugan covalentemente un gran nimero de moléculas de peroxidasa y
anticuerpo secundario (inmunoglobulinas anti ratén/conejo) (Figura 1).

Lavado PBS

La visualizacion del marcaje inmunohistoquimico se realizé con tetraclorhidrato
de diaminobencidina (DakoCytomation).

Contratincion con Hematoxilina de Harris durante 2 minutos.

10. Lavado PBS

11. Deshidratacion y montaje.
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Se incluyeron controles negativos y positivos para asegurar la especificidad de la

técnica.

TETRACLORHIDRATO DE 3, 3> DIAMINOBENCIDINA

DAB

ENVISION:

« AC. ANTI-ESPECIE

+ POLIMERO DEXTRANO
« PEROXIDASA ‘

AC. PRIMARIO

Figura 1: Técnica inmunohistoquimica: sistema de polimeros de dextrano

Anticuerpo Clon Dilucién  Pretratamiento Casa Comercial Pais
Anti- Ki-67 MIB-1 1/10 BTH+TE DakoCytomation Dinamarca
Anti- Laminina 5y 2 4G1 1/10 BTH+ TE DakoCytomation Dinamarca
Anti- EGFR 2-18C9  prediluido Proteinasa K DakoCytomation Dinamarca
Anti- Cadherina-E 36 1/100 HMO Transduction EUA
Laboratories

BTH: Bafio termostatico humedo; TE: Solucion Tris-EDTA; PK: Proteinasa K; HMO: Horno

Microondas

Tabla 6: Panel de anticuerpos utilizados
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II1.4.D. Valoracion de los marcadores inmunohistoquimicos

I11.4.D.a. Cuantificacion de la expresion de Ki-67/MIB-1

Para la cuantificacion de la expresion del Ki-67 se utilizé el método de contaje
de puntos de forma manual mediante una rejilla de Mertz con 36 puntos de corte (Mertz
Graticule, Klarman Rulings Inc., Litchfield, Holanda) (Figura 2). Las muestras fueron
analizadas a un aumento de 400x (objetivo 40x, ocular 10x). Los puntos de la rejilla se
utilizaron para registrar los nucleos MIB-1 -positivos/negativos. De esta manera los
puntos de corte pueden ser MIB-1-positivos, MIB-1-negativos o ninguno de los dos.
Las células se consideraron positivas si se identificaba tincion positiva en el nicleo o
nucleolo, independientemente de la intensidad de tincion. El indice de proliferacion
celular se defini6 como MIB-1 positivos/MIB-1 positivos + MIB-1 negativos. La
cuantificacion se realizé en 10-15 campos de vision realizando el recuento de al menos

, 243
150 ntcleos en cada caso.

Figura 2: Rejilla de Mertz con 36 puntos de corte usada para la cuantificacion

del indice de proliferacion celular
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II1.4.D.b Cuantificacion de la expresion del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR)

La tinciéon de la membrana fue valorada en las células tumorales y clasificada en

4 grupos diferentes:***

0; Negativo: No se observo tincidn, o tincidén en la membrana de <10% de las
células neoplasicas.

1+; Positivo débil: Tincion de débil intensidad, completa o incompleta de la
membrana celular, en >10% de las células neoplasicas.

2+; Positivo moderado: Tincién de moderada intensidad, completa o incompleta
de la membrana celular, en >10% de las células neopldasicas.

3+; Positivo intenso: Tincioén de fuerte intensidad, completa o incompleta de la

membrana celular, en >10% de las células neoplasicas.

Por motivos practicos y para el analisis estadistico se agruparon los casos 0y 1+

como expresion negativa/ débil y los casos 2+ y 3+ como expresion moderada/ intensa.

II1.4.D.c. Cuantificacion de la expresion de Laminina S y2

La cuantificacion de la expresion de la laminina 5 y2 fue realizada mediante el
método detallado a continuacion. Primeramente, los cortes fueron examinados a mas
baja magnificacion para identificar el area con el mayor nivel de expresion, y
seguidamente, este area fue examinada a un aumento de 100x (objetivo 10x, ocular

x10).

Se han comparado dos sistemas para valorar la expresion de laminina 5 y2, uno

. . . . . 216
cualitativo y otro semi-cuantitativo:

A) Pocas o ningunas células tumorales positivas;
B) Parte de la periferia de los nidos tumorales es positiva;
C) La periferia de los nidos tumorales es circunferencialmente positiva;

D) Practicamente todas las células tumorales son positivas
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Por motivos practicos y para el andlisis estadistico se agruparon los patrones A y

B como expresion ausente/débil y los patrones C y D como expresion moderada/intensa.

0; Negativo: Ausencia de expresion en las células tumores
1+; Positivo débil: <30% de las células tumorales positivas;
2+; Positivo moderado: 30-60% de las células tumorales positivas;

3+; Positivo intenso: > 60% de las células tumorales positivas.

111.4.D.d. Cuantificacion de la expresion de cadherina-E

La tincion de la membrana de las células tumorales fue valorada

. . . . . ., . 315
semicuantitativamente. La intensidad de expresion fue clasificada en 4 grupos:

0; Negativo: Ausencia de expresion en las células tumorales.

1+; Positivo débil: Expresion débil detectada en <10% de las células tumorales.
2+; Positivo moderado: Expresion moderada o fuerte, focal o heterogénea, en
10-75% de las células tumorales, indicando subpoblaciones inmunopositivas.

3; Positivo intenso: Expresion fuerte y homogénea en >75% de las células

tumorales.

Por motivos practicos y para el andlisis estadistico se agruparon los casos segin
la intensidad de expresion en: grupos 0 y 1+ como expresion negativa/débil y los

grupos 2+ y 3+ como expresion moderada/ intensa.

Todas las muestras fueran analizadas a ciegas por un unico examinador.
I11.5. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos recogidos fueron introducidos en una base de datos utilizando el
software FileMaker Pro 5.5 para Windows (FileMaker Inc., Santa Clara, CA, EEUU).

Seguidamente, los datos fueron tabulados y analizados estadisticamente mediante el

software SPSS para Windows version 10.0 (SPSS Inc., Chicago, ILL, EEUU ).
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II1. Material y Métodos

Las variables continuas se describen como medias y su desviacion estandar. Para
analizar las diferencias entre las medias de variables continuas (p.ej. edad, indice de
proliferacion celular, profundidad de invasion tumoral, etc.) se utilizo la prueba T de
Student, en el caso de dos variables, y el andlisis de la varianza (ANOVA), en el caso de

tres 0 mas variables.

Las variables categoricas se describen en nimeros absolutos y porcentajes. Para
contrastar las variables categoricas se utilizo la prueba de Chi-cuadrado o el Test exacto

de Fisher.

Se consideraron significativos los valores de probabilidad menores o iguales a

0,05 (p< 0,05).

El tiempo libre de enfermedad y la supervivencia se representan en medias con
sus respectivos intervalos de confianza de 95%. Para variables categoricas, el intervalo
libre de enfermedad y la supervivencia fueron estimados mediante el método de Kaplan
Meier,”” y se aplico la prueba de Log Rank para valorar la significacion de las
diferencias entre las curvas de supervivencia con un intervalo de confianza del 95%. El
método de regresion de Cox se utilizo para valorar el intervalo libre de enfermedad y la
supervivencia cuando las variables eran continuas. Las variables con significacion
estadistica a nivel del 0,05 en el analisis univariante fueron introducidas en un modelo

de regresion multivariante mediante el modelo de riesgo proporcional de Cox.

ITL.5.A. Representacion grafica de los resultados

La correlacion entre dos variables categdricas se representé mediante graficos de

. 24
barras con los valores expresados en porcentajes.”*°

La relacion entre una variable categorica y otra numérica continua se represento
mediante diagramas de cajas. La caja central indica el rango en el que se concentra el
50% central de los datos. Sus extremos son, por lo tanto, los percentiles 25 y 75% de la
distribucion. La linea central en la caja es la mediana. Los extremos de los “bigotes”
que salen de la caja son los valores que delimitan el 95% central de los datos. Los

. . . 24
valores extremos estan representados por asteriscos (*) y circulos (°).>"
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II1. Material y Métodos

La asociacion entre dos variables numéricas continuas se representd mediante

diagramas de dispersion.**®

La representacion grafica del andlisis del intervalo libre de enfermedad y de la

supervivencia se realiz6 mediante curvas de supervivencia.
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IV. Resultados

IV.1. SELECCION DE LOS PACIENTES

Se identificaron y revisaron 168 historias clinicas de pacientes ingresados para el
tratamiento quirdrgico de un carcinoma de células escamosas del territorio maxilofacial.
De éstos, se seleccionaron 89 pacientes que cumplian los criterios de inclusion en
relacion al diagnostico de un carcinoma de células escamosas localizados primariamente
en la cavidad oral. De los 89 pacientes seleccionados, 36 pacientes fueron excluidos por
presentar un seguimiento incompleto o inferior a los 3 afios y 6 por haber recibido
tratamiento con quimioterapia antes de la extirpacion quirirgica de la lesion. Por lo
tanto, el estudio se realizd en una muestra de 47 pacientes diagnosticados de CCEO,
tratados primariamente con cirugia, con un seguimiento minimo de 3 afios, salvo que
hubiese fallecido a causa de la enfermedad durante este seguimiento. El tiempo de

seguimiento medio fue de 37,78 meses + 20,09 (rango 6-108 meses).

1V.2. DATOS CLINICOS

IV.2.A. Edad y sexo

La edad media de presentacion fue de 58,06 + 11,40 (rango 39-74). Nueve
pacientes (19,1%) presentaban una edad < 45 afios, y 38 pacientes (80,9%) presentaban

una edad > 45 afios.

De los 47 pacientes, 39 pacientes (83%) fueron hombres y 8 (17%) mujeres.

IV.2.B. Factores de riesgo

IV.2.B.a. Tabaco

La informacion respecto al héabito tabaquico constaba en 28 (59,57%) de las
historias clinicas. De los pacientes que se conocia el habito tabaquico, 5 (17,86%)
fueron no fumadores, 1 (3,57%) fumador leve, 13 (46,43%) fumadores moderados y 9

(32,14%) fumadores importantes.
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IV. Resultados

IV.2.B.b. Alcohol

La informacion en relacion con el consumo de alcohol constaba en 26 de las
historias clinicas (55,21%). De los pacientes que se conocia la cantidad de alcohol
consumida diariamente, 5 (19,23%) eran no bebedores, 2 (7,69%) bebedores leves, 10

(38,46%) bebedores moderados y 9 (34,62%) bebedores importantes.

IV.2.C. Localizacion del tumor primario

Dentro de la localizacion primaria de las lesiones, los canceres de lengua fueron
los mas frecuentes con un total de 18 casos (38,3%), seguidos de los de suelo de boca
(n= 13, 27,7%), reborde alveolar (n= 9, 19,1%), trigono retromolar (n= 3, 6,4%),
paladar duro (n= 3, 6,4%) y mucosa yugal (n= 1, 2,1%).

LOCALIZACION  N°DE CASOS %

Lengua 18 38,3
Suelo de Boca 13 27,7
Reborde Alveolar 9 19,1
Trigono Retromolar 3 6,4
Paladar Duro 3 6.4
Mucosa Yugal 1 2,1

Tabla 7: Localizacion del tumor primario

IV.2.D. Estadio TNM

Se han clasificado los tumores en funcion del estadio tumoral en el momento del

diagnostico, siguiendo las directrices del Manual de Estadiaje del Cancer de la AJCC.*

IV.2.D.a. Tamaio del tumor primario (T)

Segun el tamafio, 18 (38,3%) tumores eran T1, 12 (25,5%) T2, 7 (14,9%) T3 y
10 (21,3%) T4.
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Figura 2: Distribucion de los pacientes segun el tamaiio del tumor primario (estadio T)

I1.2.D.b. Ganglios linfaticos cervicales (estadio N)

Respecto a los ganglios linfaticos cervicales, la mayoria de los casos no

presentaban adenopatias cervicales palpables (n= 34, 72,3%) y los casos con

adenopatias palpables se repartian en: 8 (17%) N1y 5 (10,6%) N2.

354
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15-
10+

OEstadio N

AN N N A AN

NO N1 N2 N3

Figura 3: Distribucion de los pacientes segun la afectacion de los ganglios linfaticos

cervicales (estadio N)

En el momento del diagnostico ningin caso presenté metastasis a distancia una

vez que este era uno de los criterios de exclusion del estudio.

IV.2.E. Estadio Clinico

Diecisiete pacientes (36,2%) presentaron tumores en estadio I, 10 (21,3%) en

estadio I, 9 (19,1%) en estadio III, y 11 (23,4%) en estadio IV. Al agrupar los pacientes

con tumores en estadio I-II (estadios tempranos) y III-IV (estadios avanzados), 26
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(55,3%) pacientes presentaron tumores en estadios tempranos y 21 (44,7%) en estadios

avanzados.
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Figura 4: Distribucion de los pacientes segun el estadio clinico

IV.2.F. Tratamiento

Todos los tumores primarios fueron extirpados quirdrgicamente con intencion
curativa. En 5 casos (10,6%) el informe histopatoldogico confirm¢é la infiltracion

neoplasica en los bordes quirargicos de la reseccion tumoral.

A los 13 pacientes con adenopatias cervicales palpables se les realizd un
vaciamiento cervical terapéutico. En todos los pacientes se obtuvo la confirmacion

histoldgica de metastasis ganglionar.
El vaciamiento cervical profilactico fue realizado en 19/34 pacientes (36,2%) sin
adenopatias cervicales palpables. Se confirmé la metastasis ganglionar cervical en uno

de estos casos (5,3%).

Por lo tanto, la diseminacion regional a los ganglios linfaticos cervicales se

confirm¢ histolégicamente en 14 pacientes (29,78).

A los demads 15 pacientes (31,9%), sin adenopatias cervicales palpables, no se

les realizo vaciamiento cervical.

En total 12 pacientes (25,5%) recibieron radioterapia postoperatoria

directamente a la lesion primaria, cuello o ambos.
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IV. 3. EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD

IV.3.A. Recidivas locales

Dieciséis pacientes (34%) presentaron recidiva local durante el intervalo del

estudio con un intervalo medio de 13 meses + 7,76 (rango 2- 29 meses).

IV.3.B. Recidivas regionales

Veinte dos pacientes (46,8%) presentaron recidivas regionales. La media del

intervalo de presentacion fue de 15,86 meses = 7,16 (rango 5- 34 meses).

IV.3.C. Metastasis a distancia y Segundos tumores primarios

Cinco pacientes (10,63%) presentaron metastasis a distancia, las cinco se
localizaron en pulmén. Dos pacientes (4,25%) desarrollaron un segundo tumor primario
durante el periodo de seguimiento, los 2 se localizaron en laringe. El intervalo medio de
presentacion de las metéstasis a distancia y segundos tumores primarios fue de 38,42

meses £+ 16,30 (rango 19- 64 meses)

IV.4. EVOLUCION DEL PACIENTE

Al final del estudio, 21 (44,7%) pacientes permanecian vivos, 1 (2,1%) paciente
permanecia vivo pero presentaba recidiva local y regional y 25 (53,2%) murieron por la
enfermedad. No se han encontrado muertes debido a otras causas durante el periodo de

seguimiento.
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IV. Resultados

HISTOLOGICO

IV.5.A. Grado de Diferenciacion Histolégica

Segun los criterios establecidos por la OMS para la clasificacion histologica de

los tumores, 22 (46,8%) eran bien diferenciados y 25 (53,2%) moderadamente

diferenciados. No se diagnosticaron tumores pobremente diferenciados.

25-
24
23
22
211
20-

OGrado de diferenciacion

N\

Bien diferenciado Moderadamente
diferenciado

Figura 5: Distribucion de los pacientes segun el grado de diferenciacion

histologica

I1V.5.B. Modo de Invasion Tumoral

Al clasificar los tumores segin el modo de invasion tumoral, 6 (12,8%)

presentaron un patron de invasion A, 19 (40,4%) patrén B, 13 (27,7%) patron Cy 9

(19,1%) patrén D. Al agrupar los pacientes, 25 (53,2%) presentaron tumores poco

invasivos (A y B) y 22 (46,8%) tumores muy invasivos (C y D).

Modo de Invasion Poco Invasivos Muy Invasivos
Tumoral
Patron A B C D
Numero/ (%) 6 (12,8%) 19 (40,4%) 13 (27,7%) 9 (19,1%)
25 (53,2%) 22 (46,8%

Tabla 8: Distribucion de los pacientes segun el modo de invasion tumoral
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Figura 6: Carcinoma oral de células escamosas que infiltra en forma de nidos

(> 15 células tumorales) (H-E 10x).

Figura 7: Carcinoma oral de células escamosas que infiltra en forma de pequerios

cordones o células individuales (< 15 células tumorales) (H-E 20x).
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IV.5.C. Profundidad de Invasion

El grosor de 10 tumores no pudo ser valorado debido a la ausencia de mucosa
normal adyacente. La media del grosor de las 37 lesiones restantes fue de 6,33 mm +
3,68 (rango 1,25-16,37mm).

Media Desviacion Tipica Minimo Maximo
Profundidad (mm) 6,33 3,68 1,25 16,37
(n=37)

Tabla 9: Profundidad de invasion media de los tumores

Figura 8: Profundidad de invasion tumoral. Distancia en mm a partir de una linea
imaginaria que reconstruye la membrana basal de la mucosa oral hasta el punto de

invasion maximo del tumor (H-E 4x).
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IV.5.D. Invasion Perineural

La invasion perineural fue observada en 9 (19,14%) de los tumores.

Figura 9: Invasion perineural de las células neopldsicas en el carcinoma oral de

células escamosas (H-E 20x).

IV.5.E. Margenes quirurgicos

El informe histopatologico final confirm¢é la infiltracion neoplasica en los

margenes quirurgicos de la reseccion tumoral en 5 casos (10,6%).
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IV.6. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

IV.6.A. Proliferacion celular (MIB-1)

Los nucleos positivos fueron identificados por su tincion de color marrén. La
distincion entre los nticleos positivos y negativos fue inequivoca. No se observo tincion
citoplasmatica con excepcion de las células en mitosis, que presentaron una tincion
nuclear de un marrén mas oscuro que los otros nucleos positivos, y el citoplasma

presento una tinciéon marrén amarillenta.

El tejido normal del margen de las lesiones presentaron un patréon de tincion
positiva en las células basales y parabasales. En la mucosa adyacente con displasia, la

tincion positiva se extendia hacia las capas celulares mas superficiales.

La distribucion de los ntcleos positivos para MIB-1 en el tumor fue heterogénea,
variando desde débil o ausente en las areas centrales donde se encontraban células
maduras o en proceso de queratinizacion, a una actividad proliferativa mas alta en las
areas periféricas. Al contrario, la mayoria o la totalidad de los nucleos en la periferia del
frente de invasion tumoral fueron uniformemente positivos. Por lo tanto, esta fue el area

establecida para la cuantificacion del indice de proliferacion celular.

Todas las muestras estudiadas, excepto una, mostraron positividad nuclear para
el anticuerpo MIB-1 con un indice de proliferacion medio de 57,28% = 16, 40 (rango
23,60-85, 32%).

Media Desviacion Tipica Minimo Méximo
MIB-1 (%) 57,28 16,40 23,60 85,92
(n=46)

Tabla 10: Indice de proliferacion celular medio de los tumores
La distribucion de los indices de proliferacion del tumor primario segiin los
parametros clinicos, histolologicos e inmunohistoquimicos se pueden observar en la

tabla 11.
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Figura 10: Carcinoma oral de células escamosas con bajo indice de proliferacion

celular (MIB-1, 20x).

Figura 11: Carcinoma oral de células escamosas con alto indice de proliferacion

celular (MIB-1,10x).



IV. Resultados
IV.6.A.a. Correlacion entre MIB-1 y Edad

No existio relacion significativa entre la edad del paciente en el momento del

diagnéstico y el indice de proliferacion celular (R= 0,038, p=0,804).

El indice de proliferacion de los tumores en pacientes < 45 afios fue de 53,42
+ 13,11, y de 58,21 + 17,13 en los pacientes > 45 afos, esta diferencia no fue

estadisticamente significativa (p=0,438; Test T de Student).
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Figura 12: Distribucion de MIB-1 segun el rango de edad

IV.6.A.b. Correlacion entre MIB-1 y Sexo

Respecto a la relacion entre el indice de proliferacion del tumor y el sexo del
paciente, encontramos un indice de proliferacion significativamente mas alto (60,15% =+
15,54) entre los hombres en comparacion con las mujeres (41,24% = 11,60) (p= 0,04; T
de Student)
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Figura 13: Distribucion de MIB-1 segun el sexo
IV.6.A.c. Correlacion entre MIB-1 y Localizacion

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el indice de
proliferacion para las distintas localizaciones. (p= 0,056, ANOVA). Aunque el indice de
proliferacion fue visiblemente mas bajo en la lesion localizada en mucosa yugal,
probablemente la diferencia no alcanzé significacion estadistica por tratarse de una

Unica lesion.
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Figura 14: Distribucion de MIB-1 segun la localizacion del tumor primario
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IV.6.A.d. Correlacion entre MIB-1 y Estadio TNM

Tamario del tumor primario (estadio T)

Al analizar la relacion entre el indice de proliferacion celular con el tamaiio (T)
de la lesion primaria observamos una tendencia al incremento de los indices de MIB-1
con el aumento del tamafio del tumor, sin embargo esta diferencia no fue

estadisticamente significativa (p=0,304; ANOVA).
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Figura 15: Distribucion de MIB-1 segun el tamario del tumor primario (estadio T)

Ganglios linfaticos cervicales (estadio N)

No se encontré una diferencia significativa entre los tumores NO, N1 y N2

(p=0,579; ANOVA).
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Figura 16: Distribucion de MIB-1 segun el estadio N

IV.6.A.e. Correlacion entre MIB-1 y Estadio Clinico

Al igual que para el tamafio de la lesion, encontramos una tendencia al aumento

del indice de proliferacion con el avance de la enfermedad a estadios mas avanzados.

Sin embargo, no observamos una relacion significativamente estadistica entre el indice

de proliferacion y el estadio clinico del tumor (p= 0,243; ANOVA).
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Figura 17: Distribucion de MIB-1 segun el estadio clinico
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IV.6.A.f. Correlacion entre MIB-1 y Grado de diferenciacion histologica

El indice de proliferacion medio de los tumores bien diferenciados (55,06 +
15,83) fue ligeramente inferior que el de los tumores moderadamente diferenciados
(59,31 + 16,99). Esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,386; Test T
de Student).
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Figura 18: Distribucion de MIB-1 segun el grado de diferenciacion histologica
IV.6.A.g. Correlacion entre MIB-1 y Modo de Invasion Tumoral
No se encontro relacion estadistica entre el indice de proliferacion y el modo de

invasion tumoral (p=0,277; ANOVA)
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Figura 19: Distribucion de MIB-1 segun el modo de invasion tumoral
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IV.6.A.h. Correlacion entre MIB-1 y Profundidad de invasion tumoral

Al relacionar el indice de proliferacion celular con la profundidad de invasion
del tumor no se obtuvo una correlacion estadisticamente significativa (R= 0,196,

p=0,253;).
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Figura 20: Correlacion entre la distribucion de MIB-1 y la profundidad de invasion
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Variables N Media Desviacion Minimo Maximo
tipica

Edad

- <45 aios 9 5342 13,11 34,07 72,72

- >45 afios 37 5821 17,13 23,60 85,92

Sexo

- Hombres 39 60,15 11,60 23,60 85,92

- Mujeres 7 41,24 15,54 28,24 56,47

Localizacion

- Lengua 18 59,79 11,92 40,38 83,50

- Suelo de boca 12 62,50 14,46 34,07 85,92

- Reborde alveolar 9 58,40 22,11 28,24 85,05

- Trigono retromolar 3 43,05 12,90 30,92 56,62

- Paladar duro 3 4335 13,54 27,71 51,36

- Mucosa yugal 1 23,60 - 23,60 23,60

Tamaiio del tumor (estadio T)

- T1 17 53,35 15,03 23,60 83,50

- T2 12 54,44 17,09 27,71 77,86

- T3 7 61,48 14,14 34,07 77,22

- T4 10 64,42 18,62 30,92 85,92

Ganglios  linfaticos  cervicales

(estadio N)

- NO 33 56,27 15,82 23,60 85,92

- NI 8 62,82 18,26 34,07 85,05

- N2 5 55,06 19,10 30,92 84,27

Estadio clinico

- Estadio ] 16 51,46 13,29 23,60 72,72

- Estadio II 10 5595 18,22 27,71 77,86

- Estadio II 9 61,72 16,11 34,07 83,50

- Estadio IV 11 63,30 18,05 30,92 85,92

Diferenciacion Histologica

- Bien diferenciado 22 55,06 15,83 23,60 85,05

- Moderadamente diferenciado 24 59,31 16,99 27,71 85,92

Modo de invasion

- Poco invasivos 24 54,18 17,05 23,60 85,05

- Muy invasivos 22 60,65 15,34 30,77 85,92

Expresion de EGFR

- Negativa/ débil 11 57,03 12,81 40,33 77,22

- Moderada/ intensa 35 57,35 17,54 23,60 85,92

Expresion de laminina S y2

- Negativa/ débil 18 54,71 16,53 23,60 83,50

- Moderada/ intensa 28 58,92 16,40 28,24 85,92

Expresion de cadherina-E

- Negativa/ débil 14 54,54 13,93 30,77 83,50

- Moderada/ intensa 32 58,45 17,45 23,60 85,92

Tabla 11: Indice de proliferacion (MIB-1) del tumor primario en relacién con los

parametros clinicos, histologicos e inmunohistoquimcos
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IV.6.B. Expresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

La expresion de EGFR se localizd predominantemente en la membrana
plasmatica, aunque también se pudo observar expresion en el citoplasma celular.
Solamente una muestra (2,1%) fue clasificada como expresion negativa. De los 46 casos
(97,9%) que presentaron positividad para el EGFR, la intensidad de la expresion fue la
siguiente: 1+ en 11 casos (23,4%), 2+ en 19 casos (40,4%) y 3+ en 16 (34%) casos.

Expresion Expresion
EFGR negativa/débil moderada/ intensa
0 1+ 2+ 3+
n° casos/(%) 1(2,1%) 11(23,4%) 19(40,5%) 16 (34%)
12 (25,5%) 35 (74,5%)

Tabla 12: Distribucion de la expresion de EGFR

Figura 21: EGFR en la mucosa oral normal. Se observa tincion de membrana intensa
en las capas basales y suprabasales del epitelio, disminuyendo hacia la superficie

epitelial (10x).
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IV. Resultados

Figura 22: EGFR en el carcinoma oral de células escamosas. Expresion de intensidad

deébil en la membrana de las células tumorales (20x).

Figura 23: EGFR en el carcinoma oral de células escamosas. Expresion de fuerte

intensidad en la membrana de las células tumorales (40x).
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IV. Resultados

IV.6.B.a. Correlacion entre la expresion de EGFR y la edad

La media de edad de los pacientes con tumores con expresion negativa/débil de
EGFR fue de 61,8 anos + 11,23, y de 56,44 afios =+ 13,67 para los pacientes con tumores
con expresion moderada/intensa. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa

(p=0,298; Test T de student).
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Figura 24: Distribucion de la edad de los pacientes segun la expresion de EGFR

Al comparar la expresion de EGFR en los tumores de pacientes < de 45 afios con
los pacientes > de 45 afios, encontramos que el 100% de los tumores en pacientes < de
45 afos presentaron expresion moderada/ intensa de EGFR, mientras que este
porcentaje se reduce al 68,4% en pacientes > de 45 afios. Esta tendencia fue cercana a la

significacion estadistica (x2= 3,817; p=0,052; Test de Chi- cuadrado).
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Figura 25: Expresion de EGFR segun el rango de edad
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IV. Resultados

IV.6.B.b. Correlacion entre la expresion de EGFR y Sexo
No se encontr6 asociacion entre la expresion de EGFR y el sexo de los pacientes

(x* =0,001, p= 0,970; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 26: Expresion de EGFR segun el sexo

IV.6.B.c. Correlacion entre la expresion de EGFR y Localizacion del tumor

primario

Los niveles de expresion de EGFR segiin las distintas localizaciones de los
tumores primarios se pueden observar en grafico. No encontramos diferencias
significativas entre los niveles de expresion de EGFR y la localizaciéon del tumor

primario (x*= 3,643; p=0,602; Test de Chi- cuadrado).
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Figura 27: Expresion de EGFR segun la localizacion del tumor primario
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IV. Resultados
IV.6.B.d. Correlacion entre la expresion de EGFR y Estadio TNM
Tamario del tumor primario (estadio T)
Los tumores de mayor tamafio presentaron expresion moderada/intensa de

EGFR con mas frecuencia que los tumores de menor tamafo. Esta tendencia se acercod

a la significacion estadistica (y°= 7, 721; p= 0,052; Test de Chi- Cuadrado).
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O Expresion negativa/ débi

Figura 28: Expresion de EGFR segun el tamario del tumor primario (estadio T)
Ganglios linfaticos Cervicales (estadio N)

No se encontrd relacion estadisticamente significativa entre la expresion de

EFGR y el estadio N (y° = 0,097, p=0,952; Test de Chi-Cuadrado).
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Figura 29: Expresion de EGFR segun el estadio N
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IV. Resultados

IV.6.B.e. Correlacion entre la expresion de EGFR y Estadio Clinico

El nivel de expresion de EGFR fue mas intenso en los estadios mas avanzados,
probablemente debido a la influencia del tamafio del tumor en esta clasificacion, sin
embargo no se encontr6 una relacion estadisticamente significativa entre la expresion de

EGFR vy el estadio clinico del tumor (3°=2,851; p=0,415; Test de Chi- Cuadrado).
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Figura 30: Expresion de EGFR segun el estadio clinico

IV.6.B.f. Correlacion entre la expresion de EGFR y Grado de diferenciacion

histologica

Los tumores moderadamente diferenciados presentaron expresion moderada/
intensa de EGFR con mas frecuencia que los tumores bien diferenciados, sin embargo
esta relacion no fue estadisticamente significativa (X2=0,86O; p=0,354; Test de Chi-

cuadrado).

B Expresién moderada/
intensa

O Expresion negativa/ débil

Bien diferenciado Moderadamente
diferenciado

Figura 31: Expresion de EGFR segun el grado de diferenciacion histologica
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IV. Resultados

IV.6.B.g. Correlacion entre la expresion de EGFR y Modo de invasion tumoral

No se encontrd relacion estadistica entre la expresion de EGFR y el modo de

invasion tumoral (X2=0,66; p=0,767; Test de Chi- cuadrado).
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O Expresion negativa/ débil
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Figura 32: Niveles de expresion de EGFR segun el modo de invasion tumoral

IV.6.B.h. Correlacion entre la expresion de EGFR y Profundidad de invasion

La profundidad media de los tumores con expresion negativa/débil de EGFR fue
de 6,14 £ 3,67 mm, y de 6,52 = 3,77 mm para los tumores con expresion
moderada/intensa. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,840; Test T

de Student).
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Figura 33: Profundidad de invasion tumoral segun la expresion de EGFR
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IV. Resultados

IV.6.C. Expresion de laminina S y2

La expresion de la Laminina 5 y2 se detectd claramente en el citoplasma de las
células tumorales, pero no en el epitelio normal adyacente, con excepcion de algunas
areas con displasia epitelial donde se pudo detectar inmunopositividad en la capa basal.
Solamente 4 muestras fueron completamente negativas. Se observaron variaciones en
los patrones de expresion en diferentes areas del mismo tumor. Sin embargo, los
patrones de tincion fueron caracteristicos y se pudieron clasificar cada uno de los

tumores de acuerdo con el patron de expresion predominante.

Como se explico en el apartado de material y métodos, la expresion de laminina

5 v2 se valor6 mediante dos escalas.

Segun el patrén de expresion, 13 (27,7%) de los tumores presentaron un patron
de expresion A, 9 (19,1%) patréon de expresion B, 16 (34%) patron de expresion Cy 9
(19,1%) patrén D. Seglin el porcentaje de células positivas, 19 (40,4%) tumores
presentaron <30% de las células tumorales positivas, 16 (34%) entre 30-60% de las

células tumorales positivas y 12 (25,6%) >60% de las células tumorales positivas.

El numero de células tumorales positivas aumentd significativamente con la
progresion del patron de expresion desde el patron A hacia el patron D (x* =53,42,

p=0,000; Test de Chi-cuadrado).

Expresion ausente/ débil Expresion moderada/ intensa

A B C D Total
0 4 0 13
1+ 9 6 9
2+ 3 11 2 16
3+ 5 7 9
Total 13 9 16 9 47
22 25

Tabla 13: Distribucion de la expresion de Laminina 5 y2 segun las dos escalas de

valoracion
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IV. Resultados

Figura 34. Laminina 5 y2 en el epitelio displasico adyacente al carcinoma oral de
células escamosas. Se observa inmunotincion citoplasmdtica en la capa basal del

epitelio (10x).

Figura 35: Laminina 5 y2 en carcinoma oral de células escamosas. Se advierte

ocasionales células positivas en la periferia de los nidos tumorales (10x).
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IV. Resultados

Figura 36: Laminina 5 y2 en carcinoma oral de células escamosas. La inmunotincion

aparece restringida a la periferia de los nidos tumorales (20x).

-
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Figura 37: Laminina 5 y2 en carcinoma oral de células escamosas. Se observa

inmunorreactividad tanto en la periferia como en el centro de los nidos tumorales (10x).
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IV. Resultados

IV.6.C.a Correlacion entre la expresion de laminina 5 y2 y Edad

La media de edad de los pacientes con tumores con expresion negativa/débil de
laminina 5y2 fue de 57,36 afios = 12,36, y de 57,96 + 13,98 para los pacientes con
tumores con expresion moderada/intensa. Esta diferencia no fue estadisticamente

significativa (p= 0,877; T de Student).
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Figura 38: Distribucion de la edad de los pacientes segun la expresion de laminina 5 y2

Al comparar la expresion de laminina 5 y2 en los tumores de pacientes <45 afos
con los pacientes >45 afios, tampoco se encontrd una relacion significativa entre la

expresion de laminina 5y2 y la edad (p=0,874; Test exacto de Fisher).
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Figura 39: Expresion de laminina 5y2 segun el rango de edad
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IV. Resultados

IV.6.C.b. Correlacion entre la expresion de laminina 5 y2 y Sexo

No se encontr6 una relacion estadisticamente significativa entre la expresion de

Laminina 5y2 y el sexo de los pacientes. (p=0,706; Test de Chi-cuadrado)
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Figura 40: Expresion de laminina 5y2 segun el sexo

IV.6.C.c. Correlacion entre la expresion de laminina 5y2 y Localizacion

No se encontrd asociacion entre la expresion de laminina 5y2 y la localizacion

del tumor primario (X2 =4,571, p=0,470; Test de Chi-cuadrado)
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Figura 41: Expresion de laminina 5y2 segun la localizacion del tumor primario
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IV. Resultados
IV.6.C.d. Correlacion entre la expresion de laminina Sy2 y Estadio TNM
Tamario del tumor primario (estadio T)
No se encontrd una correlacion estadisticamente significativa entre la expresion

de laminina 5 y2 y el tamafio del tumor primario (y° =1,915, p=0,590; Test de Chi-

cuadrado).
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Figura 42: Expresion de laminina 5 y2 segun el tamario del tumor (estadio T)
Ganglios linfaticos cervicales (estadio N)
No se encontr6 una relacion estadisticamente significativa entre la expresion de

laminina 5 y2 y la afectacién de los ganglios linfaticos cervicales (x> =0,983, p=0,612;

Test de Chi-cuadrado).
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Figura 43: Expresion de laminina 5 y2 segun el estadio N
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IV. Resultados

IV.6.C.e. Correlacion entre la expresion de Laminina 5 y2 y Estadio Clinico

No se encontr6 una relacion estadisticamente significativa entre la expresion de

laminina 5 y2 y el estadio clinico del tumor (y’=1,676, p=0642; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 44: Expresion de laminina 5 y2 segun el estadio clinico

IV.6.C.f. Correlacion entre la expresion de Laminina 5y2 y Grado de

diferenciacion histolégica

No se encontrd una relacion estadisticamente significativa entre la expresion de
laminina 5 y2 y el grado de diferenciacién histologica del tumor (y° =0,169, p=0,681;
Test de Chi-cuadrado).
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Figura 45: Expresion de laminina 5 y2 segun el grado de diferenciacion histologica
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IV. Resultados

IV.6.C.g. Correlacion entre la expresion de Laminina S y2 y Modo de Invasion

Tumoral

No se encontrd relacion entre la expresion de laminina 5 y2 y el modo de

invasion tumoral (x2 =0,030, p= 0,861; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 46: Expresion de laminina 5 y2 segun el modo de invasion tumoral

IV.6.C.h. Correlacion entre la expresion de Laminina 5 y2 y Profundidad de

invasion del tumor

La profundidad media de los tumores con expresion negativa/débil de laminina
5y2 fue de 6,12 + 3,67 mm, y de 6,52 + 3,77 mm para los tumores con expresion
moderada/intensa. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p= 0,745; Test

T de Student).
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Figura 47: Profundidad de invasion segun la expresion de la expresion de laminina 5y2
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IV. Resultados
IV.6.D. Expresion de cadherina-E

La expresion de cadherina-E fue clasificada como negativa en 1 caso (2,1%),
débil en 13 casos (27,7%), moderada en 25 casos (53,2%), intensa en 8 casos (17%).
Por lo tanto la expresion fue negativa/débil en 14 casos (29,8%) y moderada/intensa en

33 casos (70,2%).

Expresion negativa/débil Expresion moderada/ intensa
0 1+ 2+ 3+
1 (2,1%) 13 (27,7%) 25 (53,2%) 8 (17%)
14 (29,8%) 33 (70,2%)

Tabla 14: Distribucion de la expresion de cadherina-E en los tumores

Figura 48: Cadherina-E en la mucosa oral normal. Se observa expresion de fuerte

intensidad en los dos tercios basales del epitelio (20x).
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IV. Resultados

Figura 49: Cadherina-E en mucosa oral con displasia adyacente a una lesion de
carcinoma oral de células escamosas. Se observa la pérdida de expresion en la capa
basal y suprabasal (10x).

Figura 50: Cadherina-E en carcinoma oral de células escamosas. Se observa la
pérdida de expresion en el frente de invasion tumoral (20x).
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IV. Resultados

IV.6.D.a. Correlacion entre la expresion de cadherina-E y Edad

La media de edad de los pacientes con tumores con expresion moderada/ intensa
de cadherina-E fue de 57,61 £ 13,61, y de 57,86 = 11,84 para los pacientes con tumores
con expresion negativa/débil. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa

(p=0,952; Test T de Student).
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Figura 51: Expresion de cadherina-E segun la edad

Al comparar la expresion de cadherina-E entre los tumores de pacientes <45 y
> 45 afos, tampoco obtuvimos una asociacion estadisticamente significativa entre la

edad y la expresiéon de cadherina-E (x*= 0,305; p=0,581; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 52: Expresion de cadherina-E segun el rango de edad
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IV. Resultados

IV.6.D.b. Correlacion entre la expresion de cadherina-E y Sexo

No se encontrd una asociacion entre la expresion de cadherina-E y el sexo de los

pacientes (x°=0,106, p=0,745; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 53: Expresion de cadherina-E segun el sexo
IV.6.D.c. Correlacion entre la expresion de cadherina-E y Localizacion del tumor
primario

La expresion de cadherina-E no se asoci6 con la localizacion primaria del tumor

(x*=0,821 ; p=0,976; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 54: Expresion de cadherina-E segun la localizacion del tumor primario
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IV. Resultados

IV.6.D.d. Correlacion entre la expresion de cadherina-E y Estadio TNM
Tamario del tumor primario(estadio T)

No se encontrd asociacion entre la expresion de cadherina-E y el tamafio del

tumor primario (y° =0,643, p=0,886, Test de Chi-cuadradro).
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Figura 55: Expresion de cadherina-E segun el tamario del tumor primario

Ganglios linfaticos cervicales (estadioN)

No se encontr asociacion entre la expresion de cadherina-E y el estadio N del

tumor (y* =0,339, p=0,844; Test de Chi-cuadradro).
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Figura 56: Expresion de cadherina-E segun el estadio N

112



IV. Resultados

IV.6.D.e. Correlacion entre la expresion de cadherina-E y Estadio Clinico

No se encontr6 asociacion entre la expresion de cadherina-E y el estadio clinico

del tumor (x2 =1,417, p=0,702; Test de Chi-cuadradro).
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Figura 57: Expresion de cadherina-E segun el estadio clinico

IV.6.D.f. Correlacion entre la expresion de cadherina-E y Grado de diferenciacion

histologica

Los tumores moderadamente diferenciados presentaron una expresion

débil/ausente de cadherina-E con mayor frecuencia que los tumores bien diferenciados,
. ., , . . . . 2

sin embargo, esta relacion no fue estadisticamente significativa (y~ =2,664, p=0,103;

Test de Chi-cuadradro).
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Figura 58: Expresion de cadherina-E segun el grado de diferenciacion histologica
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IV. Resultados

IV.6.D.g. Correlacion entre la expresion de cadherina-E y Modo de invasion

tumoral

Los tumores muy invasivos presentaron expresion negativa/débil de cadherina-E
con mas frecuencia que lo tumores pocos invasivos: 45,5% y 16%, respectivamente.
Esta asociacion fue estadisticamente significativa (x’= 4,854p= 0,028; Test de Chi-

cuadrado).
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Figura 59: Expresion de cadherina-E segun el modo de invasion tumoral

IV.6.D.h. Correlacion entre la expresion de cadherina-E y Profundidad de

invasion tumoral

La profundidad media de los tumores con expresion negativa/ débil de
cadherina-E fue de 6,25 + 3,53 mm y de los tumores con expresion moderada/ intensa
fue de 6,51 + 4,12 mm. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa. (p=0,842;

Test T de Student)
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Figura 60: Profundidad de invasion segun la expresion de cadherina-E
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IV. Resultados

IV. 6.E. Correlacion entre marcadores inmunohistoquimicos

IV.6.E.a. Correlacion entre indice de proliferacion celular (MIB-1) y EGFR

La media de proliferacion celular en los tumores con expresion negativa/ débil
de EGFR fue de 57,03 £ 12,81, mientras en los tumores con expresion moderada/
intensa el indice medio de proliferacion fue de 57,35 = 17,54. Esta diferencia no fue

estadisticamente significativa (p= 0,956; Test T de Student).
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Figura 61: Distribucion de MIB-1 segun la expresion de EGFR

IV.6.E.b. Correlacion entre indice de proliferacion celular (MIB-1) y Laminina 5y2

La media del indice de proliferacion en las lesiones con expresion negativa/débil
de laminina 5 y2 fue de 56,18 + 17,21 y de 58,19 + 15,99 en las lesiones con expresion
moderada/intensa. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa. (p=0,683; Test

T de Student)
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IV. Resultados
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Figura 62: Distribucion de MIB-1 segun la expresion de laminina 5 y2
IV.6.E.c. Correlacién entre indice de proliferacién celular (MIB-1) y Cadherina-E
El indice medio de proliferacion de los tumores con moderada/intensa
cadherina-E fue de 58,45% = 17,45, y de los tumores con expresion negativa/débil fue

de 54,58% + 13,93. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p= 0,467; Test
T de Student).
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Figura 63: Distribucion de MIB-1 segun la expresion de cadherina-E

116



IV. Resultados
IV.6.E.d. Correlacion entre EGFR y Laminina S y2

No se encontr6 relacion entre la expresion de EGFR y laminina 5 2 (x220,66;

p=0,797; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 64: Expresion de laminina 5 y2 segun la expresion de EGFR

IV.6.E.e. Correlacion entre EGFR y Cadherina-E

No se encontré relacion entre la expresion de EGFR y cadherina-E (y°=1,087;

p=0,297; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 65: Expresion de cadherina-E segun la expresion de EGFR
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IV. Resultados

IV.6.E.f. Correlacion entre Laminina 5 y2 y Cadherina-E
No se encontrd una relacion entre la expresion de laminina 5 y2 y cadherina-E

(x*=0,986; p=0,321; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 66: Expresion de cadherina-E segun la Expresion de laminina 5 y2

IV.7. ANALISIS ESTADISTICO DE LAS RECIDIVAS LOCALES

IV.7.A. Parametros clinicos

IV.7.A.a. Edad

No se encontré6 una diferencia significativa entre la media de edad de los

pacientes con recidiva local (53,50 + 13,72 afios) y los pacientes que no presentaron

recidiva local (59,84 + 13,72 afios) (p= 0,114; Test T de Student).
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Figura 67: Distribucion de la edad de los pacientes en funcion de la aparicion de

recidivas locales
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Al analizar las recidivas en los pacientes <45 y >45 afios, tampoco se encontrd
asociacién entre la edad y la aparicion de recidiva local (x°=0,536, p=0,464; Test de

Chi-cuadrado).
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Figura 68: Aparicion de recidivas locales en funcion del rango de edad de los

pacientes

IV.7.A.b. Sexo

No se encontr6 asociacion entre el sexo del paciente y la aparicion de recidiva

local (x2=0,35 1; p=0,553; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 69: Aparicion de recidivas locales en funcion del sexo de los pacientes
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IV.7.A.c. Localizacion

No se encontrd asociacion significativa entre la localizacion del tumor primario

y la aparicion de recidivas locales. (X2=1,683, p=0,891; Test de Chi-Cuadrado)
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Figura 70: Aparicion de recidivas locales en funcion de la localizacion del tumor

primario

IV.7.A.d. Estadio TNM

Tamario del tumor primario (estadio T)

No se encontrd correlacion entre el tamafio del tumor primario y la recidiva local

(x*=5,009, p=0,171; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 71: Aparicion de recidivas locales en funcion del tamario del tumor primario
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Ganglios linfaticos cervicales (estadio N)

Los pacientes con adenopatias cervicales palpables presentaron recidiva con mas

frecuencia en comparacion con los pacientes con cuellos clinicamente negativos, sin

embargo, no existié correlacion entre el estadio N y las recidivas locales (x*=3,276,

p=0,194; Test de Chi-cuadrado).

Figura 72: Aparicion de recidivas locales en funcion del estadio N

IV.7.A.e. Estadio clinico
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No se encontrd asociacion entre el estadio clinico y la aparicion de recidivas

locales (X2=5,789; p=0,122; Test de Chi-cuadrado).

Figura 73: Aparicion de recidivas locales en funcion del estadio clinico
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IV. Resultados

IV.7.Af. Tratamiento del tumor primario

La aparicion de recidivas locales fue mas frecuente en los pacientes que
recibieron terapia combinada de cirugia + radioterapia; sin embargo, esta diferencia no

fue estadisticamente significativa (x2=0,827; p=0,176; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 74: Aparicion de recidivas locales en funcion del tratamiento del tumor

primario
IV.7.B. Parametros Histologicos
IV.7.B.a. Grado de diferenciacion histologica
Se encontrd una correlacion entre el grado de diferenciacion histologica y las
recidivas locales. Los tumores moderadamente diferenciados presentaron recidiva local

con mas frecuencia que los tumores bien diferenciados (x*= 4,634, p=0,031; Test de

Chi-cuadrado).
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Figura 75: Aparicion de recidivas locales en funcion del grado de diferenciacion

histologica
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IV.7.B.b. Modo de Invasion Tumoral

Se encontr6 una correlacion entre el modo de invasion del tumor y las recidivas

locales. Los tumores clasificados como muy invasivos recurrieron con mas frecuencia
., . . 2 .

en comparacion con los tumores poco invasivos (x  =7,74, p= 0,005; Test de Chi-

cuadrado).
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Figura 76: Aparicion de recidivas locales en funcion del modo de invasion tumoral

IV.7.B.c. Profundidad de Invasion Tumoral

La profundidad media de los tumores que presentaron recidiva local (n=9) fue de
7,41 £ 4,45 mm y de los tumores que no presentaron recidiva local fue de 5,99 + 3,41

mm. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,321; Test T de Student).
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Figura 77: Profundidad de invasion del tumor segun la aparicion de recidivas locales
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IV.7.B.d. Invasion Perineural

Los tumores con invasion perineural presentaron recidiva con mas frecuencia
que los tumores sin invasiéon perineural, sin embargo, esta relacion no fue

estadisticamente significativa (x2 =2,294, p= 0,130; Test de Chi-cuadrado).
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Sin invasioén perineural Con invasion perineural
Figura 78: Aparicion de recidivas locales en funcion de la presencia de invasion
perineural

IV.7.B.e. Estado de los margenes quirurgicos

La incidencia de recidivas locales fue mas alta en los pacientes con margenes
positivos en comparacidon con los pacientes con margenes negativos, sin embargo, esta
., , . . . . 2 .
relacion no fue estadisticamente significativa (y~ =1,679, p=0,195; Test de Chi-

cuadrado).
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Figura 79: Aparicion de recidivas locales en funcion del estado de los margenes

quirurgicos
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IV.7.C. Parametros inmunohistoquimicos

IV.7.C.a. Indice de Proliferacion Celular

El indice medio de proliferacion celular de los tumores que presentaron recidiva
local fue de 59,12% + 18,71, y de los tumores que no recurrieron localmente fue de
56,12% = 15,36. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p= 0,497; Test T
Student).
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Figura 80: Distribucion de MIB-1 segun la aparicion de recidivas locales

IV.7.C.b. Expresion de EGFR

No se encontrd correlacion entre la expresion de EGFR y las recidivas locales

(x*=0,004, p= 0,952; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 81: Aparicion de recidivas locales en funcion de la expresion de EGFR
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IV. Resultados
IV.7.C.c. Expresion de laminina 5 y2

No se encontrd correlacion entre la expresion de laminina 5 y2 y las recidivas

locales ( x2 =0,69, p=0,351; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 82: Aparicion de recidivas locales en funcion de la expresion de laminina 5y2

IV.7.C.d. Expresion de cadherina-E

No se encontrd correlacion entre la expresion de cadherina-E y las recidivas

locales (x2 =0,690; p= 0,406; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 83: Aparicion de recidivas locales en funcion de la expresion de cadherina-E
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IV. Resultados

IV.8. ANALISIS ESTADISTICO DE LAS RECIDIVAS REGIONALES

Como se describi6 en el apartado de material y métodos, en el presente estudio,
las metastasis cervicales tardias, y recidivas de las metastasis cervicales fueron

identificadas como recidivas regionales.

IV.8.A. Parametros clinicos

IV.8.A.a. Edad

La media de edad de los pacientes que presentaron recidivas regionales fue de
55,77 afos = 10,95, y de 55,55 afios + 16,63 para los pacientes que no presentaron
recidivas regionales. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,443; Test

T de Student).
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Figura 84: Edad de los pacientes en funcion de la aparicion de recidivas regionales
Al valorar la aparicion de metastasis regionales en los pacientes < 45 afios y > 45

afios, nuevamente no se encontrd asociacion entre la edad y el desarrollo de recidivas

regionales (X2=0,025; p=0,874; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 85: Aparicion de recidivas regionales en funcion del rango de edad de los

pacientes

IV.8.A.b. Sexo

Aunque la proporcion de recidivas locales fue mas alta en las mujeres, esta
asociacion no fue estadisticamente significativa (x2=0,351; p=0,553; Test de Chi-

cuadrado).
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Figura 86: Aparicion de recidivas regionales en funcion del sexo de los pacientes
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IV.8.A.c. Localizacion

No se encontr6 asociacion significativa entre la localizacion del tumor primario

y la presencia de recidivas regionales (X2=3,4O4; p=0,638; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 87: Aparicion de recidivas regionales en funcion de la localizacion del tumor

primario
IV.8.A.d. Estadio TNM
Tamario del tumor primario (estadio T)
Los tumores de mayor tamafio presentaron recidivas regionales con una

frecuencia mas alta. Sin embargo, esta asociacion no fue estadisticamente significativa

(x2=2,785; p=4,26; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 88: Aparicion de recidivas regionales en funcion del tamaiio del tumor primario
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Ganglios linfaticos cervicales (estadio N)

No se encontrd asociacion entre el estadio N y la aparicion de recidivas

regionales (X2=2,590; p=0,274; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 89: Aparicion de recidivas regionales en funcion del estadio N
IV.8.A.e. Estadio clinico
Los tumores en estadios clinicos mas avanzados presentaron recidivas regionales

con una frecuencia mas alta. Sin embargo, esta asociaciéon no fue estadisticamente

significativa (x2=5,284; p=0,426; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 90: Aparicion de recidivas regionales en funcion del estadio clinico
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IV.8.A.f. Tratamiento del tumor primario

No se encontré una asociacion entre la aparicion de recidivas regionales y el

tratamiento del tumor primario (X2=0,066; p=0,717; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 91: Aparicion de recidivas regionales en funcion del tratamiento del tumor

primario
IV.8.B. Parametros histologicos
IV.8.B.a. Grado de diferenciacion histolégica
Los tumores moderadamente diferenciados presentaron recidivas regionales con

mas frecuencia que los tumores bien diferenciados. Sin embargo, esta asociacion no fue

estadisticamente significativa (y*=1,812; p=0,178; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 92: Aparicion de recidivas regionales en funcion del grado de diferenciacion

histologica
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IV.8.B.b. Modo de Invasion Tumoral

Los tumores con un patrén histoldégico mas invasivo presentaron una frecuencia
mas alta de recidivas regionales en comparacion con los tumores con un patron menos
. . . .., , . . . . 2
invasivo. Sin embargo, esta asociacion no fue estadisticamente significativa (y"=2,506;

p=0,113; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 93: Aparicion de recidivas regionales en funcion del modo de invasion tumoral

1V.8.B.c. Profundidad de invasion

La profundidad de invasion media de los tumores que presentaron recidivas
regionales fue de 6,37mm =+ 4,19, y de 6,30 mm + 3,23 en los tumores que no
presentaron recidivas regionales. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa

(p=0,953; Test T de Student).
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Figura 94: Profundidad de invasion en funcion de la aparicion de recidivas regionales

132



IV. Resultados

IV.8.B.d. Invasion Perineural

No se encontrd diferencia en la incidencia de recidivas regionales entre los

tumores con o sin invasion perineural. ()(2 =0,812, p= 0,368; Test de Chi-cuadrado)
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Figura 95: Aparicion de recidivas regionales en funcion de la presencia de invasion

perineural

IV.8.B.e. Estado de los margenes quirurgicos

No se encontrd asociacion entre el estado de los margenes quirtrgicos y la

incidencia de recidivas regionales (x>=0,274, p= 0,601; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 96: Aparicion de recidivas regionales en funcion del estado de los margenes

quirurgicos

133



IV. Resultados

IV.8.C. Parametros inmunohistoquimicos
IV.8.C.a. indice de proliferacion celular (MIB-1)

El indice de proliferacion medio de los tumores en pacientes que presentaron
recidivas regionales fue de 59,33 + 16,29, y de 55,55 + 16,63 en los pacientes que no
presentaron recidivas regionales. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa

(p=0,443; Test T de Student).
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Figura 97: Distribucion de MIB-1 segun la aparicion de recidivas regionales

IV.8.C.b. Expresion de EGFR

No se encontré asociacién entre la expresion de EGFR y la aparicion de

recidivas regionales (X2=0,066, p= 0,797, Test de Chi-cuadrado).
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Figura 98: Aparicion de recidivas regionales en funcion de la expresion de EGFR
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IV.8.C.c. Expresion de laminina 5 y2

No se encontr6 asociacion entre la expresion de laminina 5y2 y la aparicion de

recidivas regionales. (x2=0,030, p=0,861; Test de Chi-cuadrado)
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Figura 99: Aparicion de recidivas regionales en funcion de la expresion de

laminina 5 y2
IV.8.C.d. Expresion de cadherina-E

Se encontr6 una fuerte asociacion entre la expresion de cadherina-E y la
presencia de recidivas regionales. Los pacientes con tumores con expresion
negativa/débil de cadherina-E presentaron recidivas regionales con una frecuencia
mucho maés alta (85,7%) que los pacientes con tumores con expresion moderada/intensa
(30,3%). Solamente 2 pacientes (14,3%) con expresion negativa/débil no presentaron

recidivas regionales (x*=12,12, p= 0,000; Test de Chi-cuadrado).
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Figura 100: Aparicion de recidivas regionales en funcion de la expresion de

cadherina-E
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IV.9. ANALISIS ESTADISTICO DEL INTERVALO LIBRE DE ENFERMEDAD

Hemos considerado el intervalo libre de enfermedad como el periodo de tiempo
existente desde el tratamiento del tumor primario y la enfermedad cervical asociada en
el caso de cuellos N+, y la aparicion de recidivas locales, regionales o a distancia, o la
aparicion de metastasis cervicales tardias en pacientes sin afectacion de los ganglios
linfaticos (NO) en el momento del diagnodstico. En aquellos pacientes que no presentaron
recidivas, este periodo se ha definido como el periodo desde el tratamiento inicial hasta

el fin del seguimiento.

La media del intervalo libre de enfermedad fue de 27 meses + 22,92 (rango 2-
108 meses). La asociacion entre el intervalo libre de enfermedad y las distintas variables

estudiadas se puede observar en las tablas 15 y 16.
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Figura 101: Funcion del intervalo libre de enfermedad para el grupo de 47 pacientes

IV.9.A. Parametros clinicos

IV.9.A.a. Edad

No se encontrd una asociacion significativa entre el intervalo libre de

enfermedad y la edad de los pacientes (Exp (B)= 0,997, p=0,830; Regresion de Cox). El

intervalo libre de enfermedad medio para los pacientes <45 y >45 afios fue de 32 meses
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(16,72-47,73) y 48 meses (33,77-62, 81), respectivamente. Esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (p=0,793; Log Rank Test).
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Figura 102: Funcion del intervalo libre de enfermedad y rango de edad

IV.9.A.b. Sexo

El sexo de los pacientes no mostro correlacion con el intervalo libre de

enfermedad (p=0,489; Log Rank Test).
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Figura 103: Funcion del intervalo libre de enfermedad y sexo de los pacientes
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IV.9.A.c. Localizacion

No se encontraron diferencias significativas en el intervalo libre de enfermedad

entre las distintas localizaciones (p=0,604; Log Rank Test).
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Figura 104: Funcion del intervalo libre de enfermedad y localizacion del tumor

primario

IV.8.A. d. Estadio TNM

Tamario del tumor primario (estadio T)

El tamafio del tumor primario se relacion6 con el intervalo libre de enfermedad

de modo estadisticamente significativo (p=0,0023; Log Rank Test). De forma mas

precisa se puede decir que cuanto mayor el tamafio de la lesién, mas corto el intervalo

libre de enfermedad en este grupo de pacientes.
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Figura 105: Funcion del intervalo libre de enfermedad y tamario del tumor

primario

Ganglios linfaticos cervicales (estadio N)

El grado de afectacion de los ganglios linfaticos cervicales en el momento del
diagnostico se correlaciond significativamente con el intervalo libre de enfermedad; a
mayor grado de afectacion menor, el tiempo libre de enfermedad (p=0,0170; Log Rank

Test).
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Figura 106: Funcion del intervalo libre de enfermedad y estadio N
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IV.9.A.e. Estadio Clinico

El estadio clinico del tumor demostré una fuerte relacion con el intervalo libre
de enfermedad; a estadios mas avanzados, menor el intervalo libre de enfermedad

(p=0,0003; Log Rank Test)

1,2
1,01
Estadio clinico
.81
ooV
A +

161 IV-censurado
©
] i
.
5 Ill-censurado
3]
o 2 ol
k3]
S + ll-censurado
>
E 0,0 |
@
s
a -2 + l-censurado

0 20 40 60 80 100 120

Intervalo libre de enfermedad (meses)

Figura 107: Funcion del intervalo libre de enfermedad y estadio clinico

IV.9.Af. Tratamiento del tumor primario

El intervalo libre de enfermedad medio de los pacientes tratados inicialmente
con cirugia fue de 55,17 meses (39,88-70,47) y de 29 meses (8,91-49,76) en los
pacientes tratados inicialmente con cirugia mas radioterapia. Esta diferencia fue cercana

a la significacion estadistica (p= 0,0589; Log Rank Test).
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Figura 108: Funcion del intervalo libre de enfermedad y tratamiento del tumor

primario
IV.9.B. Parametros Histologicos
IV.9.B.a. Grado de diferenciacion histologica
El grado de diferenciacion histologica se correlaciond con el intervalo libre de
enfermedad; los tumores moderadamente diferenciados presentaron un intervalo libre de

enfermedad significativamente menor que los tumores bien diferenciados (p=0,0094;

Log Rank Test).
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Figura 109: Funcion del intervalo libre de enfermedad y grado de diferenciacion histologica
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1V.9.B.b. Modo de invasion tumoral

No se encontr6 una relacion significativa entre el modo de invasion tumoral y el

intervalo libre de enfermedad (p= 0,1564; Log Rank Test).
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Figura 110: Funcion del intervalo libre de enfermedad y modo de invasion tumoral

I1V.9.B.c. Profundidad de invasion tumoral

La profundidad de invasién tumoral no se correlacion6 con el intervalo libre de
enfermedad (Exp(B)=1,056, p=0,406; Regresion de Cox). Para profundizar el analisis de
la relacion entre el intervalo libre de enfermedad se ha estudiado diversos valores de

cortes, sin embargo, ninguno ha resultado estadisticamente significativo

IV.9.B.d. Invasion perineural

La media del intervalo libre de enfermedad en los pacientes con tumores con
invasion perineural fue 30,97 meses (14,93-47,02) y de 49,08 meses (34,66-63,50) para
los pacientes con tumores sin invasion perineural. Esta diferencia no fue

estadisticamente significativa (p=0,9450; Log Rank Test).
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Figura 111: Funcion del intervalo libre de enfermedad e invasion perineural

IV.9.B.e. Estado de los bordes quirurgicos

La presencia de infiltraciébn neopldsica en los bordes de la pieza quirurgica
demostr6é una correlacion significativa con un intervalo libre de enfermedad reducido
(p=0,039; Log Rank Test). La media del intervalo libre de enfermedad en los pacientes
con margenes quirargicos positivos fue de 13 meses (2,84-23,16) en comparacién con

los 52,12 meses (38,15-66,03) para los pacientes con margenes quirurgicos negativos.
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Figura 112: Funcion del intervalo libre de enfermedad y estado de los margenes

quirurgicos
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IV.8.C. Parametros Inmunohistoquimicos

IV.8.C.a. indice de proliferacion celular (MIB-1)

No encontramos una asociacion estadistica entre el intervalo libre de enfermedad

y el indice de proliferacion celular (Exp(B)=1,006, p=0,651; Regresion de Cox).

IV.9.C.b. Expresion de EGFR

No se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa entre el tiempo libre
de enfermedad de los pacientes con tumores con expresion negativa/débil de EGFR
(50,25 meses; 29,41-71,09) y de los pacientes con expresion moderada/intensa (47,32
meses; 31,85-62,80) (p=0,454; Log Rank Test).
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Figura 113: Funcion del intervalo libre de enfermedad y expresion de EGFR
IV.9.C.c. Expresion de Laminina S y2
No se encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre el tiempo libre
de enfermedad en los pacientes con tumores con expresion negativa/débil de laminina

5 y2 (45,01 meses; 28,35-61,68) y en los pacientes con expresion moderada/intensa

(48,28 meses; 30,53-66,03) (p=0,9012; Log Rank Test).
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Figura 114: Funcion del intervalo libre de enfermedad y expresion de laminina 5 y2

IV.9.C.D. Expresion de cadherina-E

Los pacientes con tumores con expresion negativa/débil de

cadherina-E

presentaron un intervalo libre de enfermedad significativamente mas corto (16,86

meses; 9,57-24,15) que los pacientes con tumores con expresion moderada/ intensa de

cadherina-E (62,08 meses; 45,90-78,20) (p=0,0014; Log Rank Test).
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Figura 115: Funcion del intervalo libre de enfermedad y expresion de cadherina-E
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Variable

Rango de edad

<45 afnos

> 45 anos

Sexo

-  Hombre

- Mujer
Localizacion

- Lengua

- Suelo de boca

- Reborde alveolar
- Trigono retromolar
- Paladar duro

- Mucosa yugal

Tamaio del tumor primario (estadio T)

- T1
- T2
- T3
- T4

Ganglios linfaticos cervicales (estadio N)

- NO

- NI

- N2

Estadio clinico

- Estadio |

- Estadio II

- Estadio III

- Estadio IV

Tratamiento del tumor primario
- Cirugia

- Cirugia + Radioterapia
Grado de diferenciacion histologica
- Bien diferenciado

- Moderadamente diferenciado
Modo de invasion tumoral

- Poco invasivo

- Muy invasivo

Estado margenes quirdrgicos

- Margenes negativos

- Margenes positivos

Invasion perineural

- Sin invasién

- Con invasién

— —
W oo

— W W O

17
10

11

35
12

22
25

25
22
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Media

32,22
48,29

47,19
35,25

36,01
38,69
29,11
20,00
43,67
38,00

71,50
41,17
31,04
12,30

58,21
23,63
11,60

74,71
45,50
29,67
11,64

55,17
29,33

45,32
33,98

58,76
25,91

52,12
13,00

49,09
30,97

Intervalo de confianza

de 95%
16,72 47,73
33,77 62,81
32,88 61,49
19,42 51,08
25,61 48,40
18,75 58,64
11,06 47,16
6,23 33,77

0 95,31
50,32 92,68
19,91 62,42
15,03 47,04
7,71 16,89
4233 74,08
10,94 36,31
7,95 15,25
53,24 96,17
21,19 69,81
17,14 42,19
7,28 15,99
39,88 70,47
8,91 49,76
34,56 56,07
17,76 50,21
40,16 77,36
17,25 34,57
38,15 66,09
2,84 23,16
34,66 63,50
40,93 47,02

p

0,7935

0,4892

0,6043

0,0023

0,0170

0,0003

0,0589

0,0094

0,1564

0,0399

0,9450



IV. Resultados

Variable N Media Intervalo de confianza p
de 95%

Expresion EGFR

- Negativa/débil 12 50,25 29,41 71,09 0,4544
- Moderada/intensa 35 47,32 31,85 62,80
Expresion laminina 5 y2 0,9012
- negativa/débil 22 45,01 28,35 61,68

- Moderada/intensa 25 48,28 30,53 66,03
Expresion cadherina-E

- Negativa/débil 14 16,86 9,57 24,15 0,0014
- Moderada/intensa 33 62,08 45,90 78,26

Tabla 15: Media del intervalo libre de enfermedad, intervalo de confianza y valor de

significacion (p) para las distintas variables categoricas segun el método de

Kaplan Meier.
Variable N Exp (B) Intervalo de Confianza del 95% p
Edad 47 0,997 0,971 1,024 0,830
Profundidad de invasién tumoral 37 1,056 0,928 1,202 0,406
Indice de proliferacion (MIB-1) 46 1,006 0,981 1,031 0,651

Tabla 16: Valores de asociacion entre las variables cuantitativas continuas y el

intervalo libre de enfermedad mediante regresion de Cox.
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IV.9.D. Analisis multivariante del tiempo libre de enfermedad

El analisis multivariante mediante el modelo de riesgo proporcional de Cox,
incluyendo el tamafio tumoral, estadio N, estadio clinico, diferenciacion histoldgica,
estado de los margenes quirtrgicos y expresion de cadherina-E, demostrd que solamente
el estadio clinico, el estado de los margenes quirrgicos y la expresion de cadherina-E

tienen valor prondstico independiente del intervalo libre de enfermedad.

Variable Exp (B) Sig IC 95% exp (B)
Inferior Superior
Estadio I/Estadio I1 2,605 0,103 0,823 8,605
Estadio II/Estadio III 1,833 0,311 0,567 5,925
Estadio I1I/Estadiol V 8,537 0,000 2,969 24,552

Margenes quirargicos
negativo/positivo 3,693 0,028 1,150 11,863
Expresion de cadherina-E

(moderada/intensa)/(negativa/débil) 4,018 0,001 1,814 8,898

Tabla 17: Resultados del andlisis multivariante mediante el modelo de riesgo
proporcional de Cox.
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IV. Resultados

1V.10. ANALISIS ESTADISTICO DE LA SUPERVIVENCIA

Al analizar la supervivencia del grupo de pacientes estudiados observamos que
la media de supervivencia fue de 55,35 meses con un intervalo de confianza del 95% de
42-68 meses. La asociacion entre la supervivencia y las distintas variables estudiadas se

puede observar en las tablas 18 y 19.
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Figura 116: Funcion de supervivencia para el grupo de 47 pacientes

IV.10.A. Parametros clinicos

IV.10.A.a. Edad

No se observo relacion entre la edad y la supervivencia. (Exp (B)= 0,994, p=
0,682; Regresion de Cox). Asi mismo, para el andlisis de las curvas de supervivencia
mediante el método de Kaplan Meier, se ha dividido los pacientes en dos grupos segiin
la edad: pacientes < de 45 afios y pacientes > de 45 afios. Los pacientes < de 45 afios
presentaron una media de supervivencia de 37,33 meses (25,06-49,61), frente a una
media de supervivencia de 59,19 meses (42,32-70,04) para los pacientes > de 45 afios;
sin embargo, la diferencia entre los dos grupos no fue significativa (p= 0,56; Log Rank

Test).
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Figura 117: Funcion de supervivencia y rango de edad

IV.10.A.b. Sexo

El tiempo medio de supervivencia para los hombres fue de 51, 90 meses (38,68-
65,12) mientras para las mujeres fue de 50,63 (41,91-59,34). Esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (p= 0,145, Log Rank Test).
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Figura 118: Funcion de supervivencia y sexo de los pacientes
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IV.10.A.c. Localizacion

IV. Resultados

No se encontraron diferencias significativas en la supervivencia de los pacientes

segun la localizacion primaria del tumor (p=0,877; Log Rank Test).
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Figura 119: Funcion de supervivencia y localizacion del tumor primario

IV.10.A.d. Estadio TNM

Tamario tumor primario (T)

Al estimar las curvas de supervivencia mediante el método de Kaplan Meier se

observaron unas medias de supervivencia de 73,19 meses (52,58-93,80) para los

tumores T1, 63,64 meses (43,80-83,48) para los tumores T2, 36,64 meses (21,15-52,13)

para los tumores T3 y 25,60 meses (18,55- 32, 65) para los tumores T4. Esta diferencia

fue estadisticamente significativa (p= 0,0092, Log Rank Test).
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Figura 120: Funcion de supervivencia y tamario del tumor primario

Ganglios Linfaticos Cervicales (estadio N)

Los pacientes sin adenopatias cervicales palpables (NO) el momento del
diagnostico presentaron un tiempo de supervivencia significativamente mas largo
(67,82 meses, 51,56-84,04) que los pacientes con adenopatias clinicamente palpables

(27,92 meses, 19,38-36,47) (p=0,0001, Log Rank Test).
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Figura 121: Funcion de supervivencia y estadio N
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IV.10.A.e. Estadio Clinico

Los tiempos medios de supervivencia fueron de 75,61 meses (54,34-96,80),
71,97 meses (52,11-91,82), 35,94 meses (24,14-47,75), y 24,09 meses (17,09-31,09),
para los tumores en estadios I, I, III y IV, respectivamente. La media de supervivencia
de los pacientes disminuyd significativamente a medida que el estadio clinico de la

lesion avanzaba (p=0,0005; Log Rank Test).
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Figura 122: Funcion de supervivencia y estadio clinico

IV.10.Af. Tratamiento del tumor primario

El tiempo medio de supervivencia para los pacientes en que la cirugia fue la
unica modalidad de tratamiento del tumor primario fue de 57,28 meses (42,60-71,97), y
de 44,43 meses (24,97-63,90) para los pacientes que recibieron tratamiento combinado
de cirugia + radioterapia. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa

(p=0,2374; Log Rank Test).
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Figura 123

IV. Resultados

1,2
1,01
,8 1
Y
61 o )
Tratamiento
+
4 B Cirugia+radioterapia
' +
[I— + Cirugia+radioterapia
-censurado
,2 +
Cirugia
0,0 + Cirugia-censurado
0 20 40 60 80 100 120

Supervivencia (meses)

IV.10.B. Parametros Histologicos

IV.10.B.a. Grado de diferenciacion histologica

. Funcion de supervivencia y tratamiento del tumor primario

Los pacientes con tumores bien diferenciados presentaron un tiempo medio de

supervivencia de 51,67 meses (42,25-61,10), y de 46,31 meses (32-09-60,52) para los

tumores moderadamente

significativa (p=0,0281, Log Rank Test).
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Figura 124: Funcion de supervivencia y grado de diferenciacion histologica
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1V.9.10.b. Modo de Invasion Tumoral

El tiempo medio de supervivencia en pacientes con tumores poco invasivos (A 'y
B) fue de 61,65 meses (43,73-79,57) y de 46,84 meses (34,79-59,19) para los pacientes
con tumores muy invasivos (C y D). Esta diferencia no fue estadisticamente

significativa (p=0,324; Log Rank Test).
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Figura 125: Funcion de supervivencia y modo de invasion tumoral

IV.10.B.c. Profundidad de invasion tumoral

Al considerar la profundidad tumoral como una variable continua no se ha
encontrado influencia de esta variable en la supervivencia de los paciente (Exp
(B)=1,113, p=0,109; Regresion de Cox). Para investigar el papel del grosor tumoral en
el prondstico hemos aplicado diversos valores de corte y analizado cada uno de estos
valores mediante el método de Kaplan Meier. Los pacientes con tumores < 8§ mm
presentaron una media de supervivencia significativamente mas alta (67,86 meses,
50,92-84,80) en relacion a los pacientes con lesiones > 8 mm (35,78 meses, 21,33-0,22)

(p=0,029, Log Rank Test).
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Figura 126: Funcion de supervivencia y profundidad de invasion

IV.10.B.d. Invasion perineural

El tiempo medio de supervivencia para los pacientes con tumores con invasion
perineural fue de 36,48 meses (43,02-70,90) y para los pacientes con tumores sin
invasion perineural fue de 56,96 meses (23,59-49,37). Esta diferencia no fue

estadisticamente significativa (p=0,517; Log Rank Test).
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Figura 127: Funcion de supervivencia e invasion perineural
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IV.10.B.e. Estado de los margenes quiruargicos

El tiempo medio de supervivencia fue de 58,10 meses (44,25-71,96) para los
pacientes con tumores con margenes quirirgicos negativos y de 27 meses (15,06-38,94)
para los pacientes con tumores con margenes quirargicos positivos. Esta diferencia no

fue estadisticamente significativa (p= 0,1004; Log Rank Test).
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Figura 128: Funcion de supervivencia y estado de los margenes quirurgicos
IV.10.C. Parametros inmunohistoquimicos
IV.10.C.a. indice de proliferacién celular (MIB-1)

No se encontré una relacion estadisticamente significativa entre el indice de
proliferacion y la supervivencia de los pacientes (Exp(p)=1,021, p=0,114; Regresion de
Cox).

IV.10.C.b. Expresion de EGFR

El tiempo medio de supervivencia para los pacientes con expresion

negativa/débil de EGFR fue de 63,31 meses (42,86-83,76), mientras para los pacientes

con expresion moderada/intensa fue de 49,72 meses (36,31-63,13). Esta diferencia no

fue significativa estadisticamente (p= 0,33; Log rank Test).
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Figura 129: Funcion de supervivencia y expresion de EGFR

IV.10.C.c. Expresion de laminina 5 y2

Los pacientes con tumores con expresion negativa/débil de laminina 5 2
presentaron un tiempo medio de supervivencia de 51,77 meses (39,02-64,52), mientras
el tiempo medio de supervivencia para los pacientes con tumores con expresion
moderada/intensa fue de 65,24 meses (47,68-82,81). Esta diferencia no fue significativa

(p=0,871; Log rank Test).
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Figura 130: Funcion de supervivencia y expresion de laminina 5y 2

158



IV. Resultados

IV.10.C.d. Expresion de cadherina-E

El tiempo medio de supervivencia de los pacientes con tumores con expresion
negativa/débil de cadherina-E (33,33 meses ; 20,24-46,43) fue significativamente mas
bajo que el de los pacientes con expresion moderada/intensa de cadherina-E (65,71

meses; 35,78-84,22) (p=0,0013; Log Rank Test).
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Figura 131: Funcion de supervivencia y expresion de cadherina-E
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Variable N Media Intervalo de confianza p
de 95%

Rango de edad
<45 afios 9 37,33 25,06 65,12 0,1445
> 45 afnos 38 56,19 42,32 10,05
Sexo
-  Hombre 39 51,90 38,62 65,12 0,5676
- Mujer 8 50,63 41,91 59,34
Localizacion
- Lengua 18 42,17 33,73 50,61 0,8771
- Suelo de boca 13 50,46 32,98 67,94
- Reborde alveolar 9 40,46 27,60 53,51
- Trigono retromolar 3 32,67 23,69 41,64
- Paladar duro 3 78,67 31,72 125,61
- Mucosa yugal 1 38,00 - -
Tamaifio del tumor primario (estadio T)
- Ti 18 73,19 52,58 93,80 0,0092
- T2 12 63,64 43,80 83,48
- T3 7 36,64 21,15 52,12
- T4 10 25,60 18,55 32,65
Ganglios linfaticos cervicales (estadio N)
- NO 34 67,82 51,56 84,08 0,0004
- NI 8 27,00 16,82 37,18
- N2 5 26,20 15,57 36,83
Estadio clinico
- Estadio 17 75,61 54,34 96,89 0,0005
- Estadio II 10 71,97 52,11 91,82
- Estadio III 9 35,94 24,14 47,75
- Estadio IV 11 24,09 17,09 31,09
Tratamiento del tumor primario
- Cirugia 35 57,28 42,60 71,37 0,2374
- Cirugia + Radioterapia 12 44,43 24,97 63,90
Grado de diferenciacion histologica
- Bien diferenciado 22 51,67 4225 61,10 0,0281
- Moderadamente diferenciado 25 46,31 32,09 60,52
Modo de invasion tumoral
- Poco invasivo 25 61,65 43,73 79,57 0,3249
- Muy invasivo 22 46,84 34,49 59,19
Estado margenes quirurgicos
- Margenes negativos 42 58,10 4425 71,96 0,2374
- Margenes positivos 5 27,00 15,06 38,94
Invasion perineural
- Sin invasion 38 56,96 43,02 70,90 0,5172
- Con invasion 9 36,48 23,59 49,37
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Variable N Media Intervalo de confianza p
de 95%

Expresion EGFR
- Negativa/débil 12 59,92 37,77 82,06 0,4800
- Moderada/intensa 35 50,44 36,93 63,95

Expresion laminina S y2
- negativa/débil 22 51,77 39,02 64,52 0,8712
- Moderada/intensa 25 65,24 47,68 82,81

Expresion cadherina-E
- Negativa/débil 14 33,33 20,24 64,52 0,0013
- Moderada/intensa 33 65,71 48,38 82,81

Tabla 18. Tiempo medio de supervivencia, intervalo de confianza y valor de

significacion (p) para las distintas variables categoricas segun el método de

Kaplan Meier
Variable N Exp (B) Intervalo de Confianza del 95% p
Edad 47 0,994 0,965 1,024 0,682
Profundidad de invasién tumoral 37 1,113 0,976 1,270 0,109
[ndice de proliferacion (MIB-1) 46 1,021 0,995 1,047 0,114

Tabla 19: Valores de asociacion entre las variables cuantitativas continuas y la

supervivencia mediante regresion de Cox.
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IV.10.D. Analisis multivariante de la supervivencia

El analisis multivariante mediante el modelo de riesgo proporcional de Cox,
incluyendo el tamafio tumoral, estadio N, estadio clinico, diferenciacion histologica,
profundidad > 8 mm, expresion de cadherina-E, demostré que solamente el estadio
clinico y la expresion negativa/débil de cadherina-E son valores pronosticos

independientes de la supervivencia.

Variable Exp Sig IC 95% exp (B)
(D) Inferior Superior
Estadio I/Estadio 11 1,678 0,497 0,377 7,475
Estadio II/Estadio III 5,221 0,007 1,574 3,360
Estadio I1I/ Estadio IV 12,639 0,000 3,360 47,540

Expresion de cadherina-E

(moderada/intensa)/(negativa/débil) 5,436 0,000 2,142 13,799

Tabla 20: Resultados del analisis multivariante mediante el modelo de riesgo

proporcional de Cox.
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V. DISCUSION
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V.1. CONSIDERACIONES SOBRE LA MUESTRA DE PACIENTES
ESTUDIADA

Aunque los carcinomas de células escamosas localizados en la regién de cabeza
y cuello presenten caracteristicas clinico-patologicas similares, la biologia tumoral y las
estrategias terapéuticas muestran cambios significativos de una localizacion a otra.
Muchos de los estudios mezclan grupos con carcinomas de diversas localizaciones de
cabeza y cuello con modalidades de tratamiento muy variadas, y aunque en principio
las muestras estudiadas parezcan amplias, suelen dividirse en pequefios grupos cuando
se separan estas lesiones por localizacion anatomica. Como consecuencia, las
diferencias en los estudios a la hora de agrupar las distintas localizaciones bajo el

término de “cancer oral” ha generado gran confusion en la literatura.

Agrupar los CCE de distintas localizaciones tiene como ventaja aumentar el
numero de la muestra, ademas de evitar la necesidad de la definicion exacta de la
localizacion primaria, lo que eliminaria el problema a la hora de asignar una
localizacién especifica para tumores primarios que se extienden a distintas

L L 24
localizaciones anatomicas.”*’

La mayor desventaja que presenta agrupar lesiones de distintas localizaciones,
las cuales pueden presentar caracteristicas epidemiologicas y bioldgicas distintas, es la
pérdida de informacién respecto al comportamiento de lesiones asentadas en
localizaciones especificas.”” Por ejemplo, combinar el cancer de labio con el cancer
intraoral en una categoria mas amplia definida como céncer oral podria enmascarar los

datos en relacion al cancer intraoral >

Se han realizado diversos intentos de definicion del cancer oral, sin embargo
parece no haber consenso en la literatura. Teniendo en cuenta esta falta de consenso
entre los autores, la comparacion entre distintos estudios debe ser considerada con

precaucion.

Con el objetivo de estudiar una muestra mas homogénea, el presente estudio se
limit6 a las localizaciones intraorales: porcion moévil de la lengua, suelo de boca,

reborde alveolar superior e inferior, mucosa yugal , paladar duro y trigono retromolar.
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Al analizar la supervivencia del cancer oral, es de obvia importancia asegurarse
de que todos los pacientes fueron examinados durante un tiempo de seguimiento
minimo, dentro del cual suelen ocurrir la mayoria de las muertes asociadas a esta
enfermedad. Whitehurst y Droulias *** han descrito que el 85% de las recidivas del
cancer de lengua ocurren en el primer afio, 95% en los 2 primeros afios y el 100% el los
3 afios. A su vez, Decroix y Ghossein *>* han descrito que la mayoria de las muertes
asociadas a la enfermedad en los pacientes con cancer de lengua ocurren en los 3
primeros afos post-tratamiento. Por lo tanto, la tasa de supervivencia a los 3 afios para
los pacientes con CCEO parece ser adecuada para la valoracion de la supervivencia en
estos pacientes. Las tasas se supervivencia y de tiempo libre de enfermedad a los 3

afnos , 59% y 37%, fueron similares a las descritas en otros estudios.”>*

El grupo de pacientes analizado mostré una media de edad similar a las descritas
en otros estudios. La proporcidon entre hombres y mujeres también se aproxima a las

5

descritas en la mayoria de los estudios.”> Aunque estudios recientes indiquen un

incremento en la incidencia del CCEO en mujeres, nuestros resultados no confirman

1% en un estudio sobre los aspectos epidemioldgicos del

esta situacion. Izarzugasa et a
cancer oral y orofaringeo en el Pais Vasco también encontraron una incidencia mas alta
en los hombres, comprobando que ésta no varid durante el intervalo estudiado (1986-

1994).

V.2. CONSIDERACIONES SOBRE LOS PARAMETROS CLINICOS

El prondstico de los pacientes con CCEO es determinado directamente por la
extension y en particular la diseminacion del tumor a los ganglios linfaticos cervicales.
Sin embargo, en pacientes geriatricos el pronostico también se ve influenciado por los
factores relacionados a la edad, debido principalmente a que estos pacientes con
frecuencia presentan sus funciones pulmonares, cardiovasculares, renales y endocrinas
comprometidas. Por eso, frecuentemente el plan de tratamiento en pacientes mayores
esta limitado por la edad avanzada. En algunos casos la terapia estandar puede no ser
bien tolerada por los pacientes, por lo que son excluidos de regimenes de tratamiento

, . . . . .y, . . . 257
mas agresivos con una posible disminucion de la supervivencia de estos pacientes.
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Sin embargo, la influencia de la edad en el prondstico de los pacientes con
cancer oral no estd clara. Nuestros resultados concuerdan con los de varios otros
estudios que no encuentran diferencias entre la supervivencia de los pacientes en
relacién a la edad.® > Sin embargo, Varela-Centelles et al.*** han encontrado que la
edad y el tamafio de la lesion fueron los principales factores prondsticos en una muestra

de 94 pacientes con CCEO.

La presentacion de un CCEO en pacientes jovenes es rara, aunque esta

261

incidencia parece estar aumentando.” En la literatura, el grupo de pacientes jovenes

- o . S~ 262, 263, 264

fue definido arbitrariamente como pacientes menores de 30, 40 y 45 afios.”*> 2%

Para algunos autores los pacientes jévenes presentan tumores mas agresivos con tasas
o . . . . 265 q:

de recidivas, metastasis cervicales y mortalidad mas elevadas.”™ Sin embargo, otros

. 266
estudios

no corroboran estos hallazgos. Para estos autores la percepcion de una
enfermedad mas agresiva en los pacientes jovenes puede estar influenciada por aspectos
emocionales personales debido a la aparicion de una enfermedad mortal en pacientes
jovenes, ya que la baja incidencia de cancer oral en este grupo de pacientes es

insuficiente para confirmar esta hipdtesis cientificamente.

Recientemente, Sasaki et al.”®’ estudiaron las caracteristicas clinico-patologicas
del CCEO en pacientes < 40 afios; sin embargo, no encontraron caracteristicas clinico-
patologicas especificas en este grupo de pacientes. Tampoco encontraron diferencias
entre la supervivencia de los pacientes < 40 y > 40 afos. Para los dos grupos de
pacientes los factores prondsticos mas importantes fueron el estadio clinico y el modo

de invasion tumoral.

El sistema TNM es aceptado mundialmente como un sistema de clasificacion
para el cancer. Este sistema valora la extension anatomica de los tumores solidos
malignos, la cual es uno de los indicadores mas importantes para el tratamiento y un

importante factor de prediccion del pronostico.

El estadio T, estadio N y estadio clinico se correlacionaron con la supervivencia
de los pacientes en el andlisis univariante mediante las curvas de Kaplan Meier; sin
embargo, en el andlisis multivariante el estadio T y N perdieron significacion

estadistica como factores prondsticos independientes y solamente el estadio clinico se
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correlaciond con la supervivencia. Estos resultados indican que la combinacion del
tamafio del tumor y la afectacion de los ganglios cervicales en grupos mas amplios

proporcionan un mejor acercamiento al pronostico de los pacientes con cancer oral.

Las metastasis cervicales en el cancer oral son relativamente frecuentes. Al igual
que en el presente estudio, se ha descrito una reduccion significativa de las tasas de
supervivencia de los pacientes con metastasis linfaticas cervicales en comparacion con
los pacientes sin metastasis.”®® Se ha enfatizado también que éste seria el principal

o . . , 269
indicador pronostico de los pacientes con cancer oral.

Parece ser que la diseminacion metastésica a los ganglios linfaticos cervicales se
correlaciona directamente con el tamafio del tumor primario. Se ha demostrado que
tumores T1 de lengua y suelo de boca presentan metastasis cervicales en el 14% y el
11%, respectivamente, mientras los tumores T4 las presentan en el 76,5% y el 53,5%,
respectivamente.””" En nuestro estudio el tamafio del tumor primario también se
correlacion6 con la presencia de adenopatias cervicales palpables, y con mayor
incidencia de recidivas regionales. Sin embargo, las metéstasis cervicales pueden
desarrollarse a partir de tumores relativamente pequefios (n=12, T1/T2), mientras
tumores de gran tamafio pueden evolucionar sin diseminacion metastésica cervical (n=7,

T3/T4).

Desde de la creacion del sistema TNM, se han realizado diversas revisiones. En
relacion con el cancer oral, recientemente se han propuesto algunas modificaciones en
la 5 edicion de la clasificacion TNM de la AJCC.?"" Adicionalmente, el grupo alemén-
austriaco-suizo para el estudio de tumores en la region maxilofacial (DOSAK) ha
demostrado, en un extenso estudio retrospectivo sobre 1532 casos de canceres orales
primarios, que la modificacion en la clasificacion TNM, incluyendo el grosor del tumor,
aumento significativamente la separacion y distribucion de los estadios clinicos con
respecto a las tasas de supervivencia a los 5 afios.”” Sin embargo, el grosor del tumor

271

aln no ha sido incluido en el sistema TNM,”" aunque se ha demostrado que este

parametro tiene valor prondstico en los pacientes con cancer oral en diversos

estudios.?’* 27
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Se ha descrito que el consumo de tabaco y alcohol, ademas de un factor de
riesgo reconocido, también se asocia a un pronostico desfavorable en pacientes con
CCEO.* Sin embargo, otros autores no encontraron asociaciéon entre el consumo de

tabaco y alcohol y el prondstico en pacientes con CCEO.*"

La ausencia de datos en relacion con el consumo de tabaco y alcohol en la serie
estudiada (aproximadamente 50% de los casos) no permitié relacionar la presencia de

estos habitos y los demds pardmetros estudiados.

La modalidad de tratamiento del tumor primario no presentd relacion
significativa con las recidivas locales, recidivas regionales y la supervivencia de los
pacientes. Sin embargo, el intervalo libre de enfermedad fue mas corto en los pacientes
que recibieron tratamiento combinado con cirugia + radioterapia, aunque esta
asociacion no fue estadisticamente significativa. E1 66% de los pacientes que recibieron
esta modalidad de tratamiento presentaban tumores en estadios clinicos avanzados
(estadios III y IV), lo que podria explicar el menor intervalo libre de enfermedad

encontrado en este grupo de pacientes.

La fuerte influencia del estadio clinico en el prondstico enfatiza la importancia

del diagnostico y tratamiento precoz del CCEO.

V.3. CONSIDERACIONES SOBRE LOS PARAMETROS HISTOLOGICOS

V.3.A. Grado de diferenciacion histolégica

El sistema TNM incluye factores pronosticos importantes, pero no pueden
predecir con exactitud las propiedades biologicas de los tumores. Por ejemplo, este
sistema no explica la proporcion considerable de tumores pequeiios con un pronostico

més desfavorable de lo esperado.””

El grado de diferenciacion celular ha sido considerado como un factor predictivo
importante de la diseminacion tumoral a los ganglios linfaticos cervicales.”’® En nuestro
estudio la diferenciacion histologica no se correlaciond con la presencia de adenopatias

cervicales palpables y con la incidencia de recidivas regionales. Sin embargo, los
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tumores menos diferenciados se correlacionaron con una mayor incidencia de recidivas
locales y un menor intervalo libre de enfermedad. Ademas, los tumores bien
diferenciados presentaron un prondstico mas favorable en comparacion con los tumores

moderadamente diferenciados.

V.3.B. Modo de invasion Tumoral

La gradacion histologica de los tumores para predecir el prondstico de los
pacientes con CCEO ha sido utilizada por décadas. El valor prondstico de los diferentes
sistemas utilizados ha variado considerablemente.”’” Los patologos han observado que
las células tumorales en las zonas mdas invasivas de los tumores malignos difieren
sustancialmente de las células de las zonas centrales y de la superficie. Teniendo en
cuenta estos hallazgos, se han desarrollado diversos sistemas de clasificacion
histologica basados en la valoracion cualitativa de parametros histoloégicos como el
grado de queratinizacion, polimorfismo nuclear y celular, nimero de mitosis,
profundidad de invasion, modo de invasion e infiltrado linfocitario. Algunos estudios
han enfocado el modo de invasién como el pardmetro histolégico mas significativo a la

. . . . 278. 2
hora de predecir la supervivencia de los pacientes.””™ >

Los tumores con un patrén histolégico mds invasivo suelen asociarse con la
ey, .. 2 . . .
aparicion de recidivas locales,”™® posiblemente por la mayor dificultad de conseguir

unos margenes quirurgicos libres de infiltracion neoplésica.

Spiro et al.** estudiaron el papel del modo de invasion en el CCE de lengua.
Encontraron asociacion entre el modo de invasion y la edad y estadios T, N y M. El
modo de invasion no se asocid con la diferenciacion histoldgica del tumor. La
supervivencia de los pacientes con tumores con patréon mas invasivo fue
significativamente mas baja en comparacidon con pacientes con tumores menos
invasivos.

Bundgaard et al.>”

estudiaron 8 parametros histologicos en 78 CCEO en estadio
I, y encontraron que el modo de invasion fue el Unico criterio con valor prondstico en

este grupo de pacientes. Los autores concluyen que la valoracion del modo de invasion
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representa una alternativa simple en comparacion a otros métodos mas complejos en los

cuales se mezclan varios parametros histoldgicos.

En el presente estudio, el modo de invasion no present6 relacion directa con la
supervivencia de los pacientes. Sin embargo, mostr6 una fuerte asociaciéon con la
aparicion de recidivas locales. Ademas, se asocid con la reduccion de la expresion de

cadherina-E, un marcador predictivo de un pronostico desfavorable.

Estos datos sugieren que el modo de invasion tumoral sea otro criterio a
considerar a la hora de decidir por el tratamiento coadyuvante con radio y/o

quimioterapia post-operatoria.

V.3.C. Profundidad de invasion tumoral

Muchos autores han observado que el grosor del tumor se correlaciona mejor
con el desarrollo de metastasis a los ganglios linfaticos cervicales y la supervivencia do
que el diametro superficial. Sin embargo, la medicidon del grosor de los tumores varia
considerablemente en los diversos estudios . Aunque la mayoria de los autores

. - rog: . 281,282,283, 284
utilizaron un micrometro 6ptico,” > = 7

283, 284

otros no especifican como obtuvieron las
medidas.”®> %% Algunos autores midieron el grosor del tumor como la distancia a
partir del punto de invasion mas profundo hasta la superficie de los tumores, mientras

241, 282. 286 105 autores definieron el grosor tumoral como la

que en otros estudios
distancia desde el punto de invasion mas profundo hasta una linea imaginaria que
reconstruia la membrana basal de la mucosa normal adyacente. Ademas, en algunos
estudios **" 2** 2 Jos autores ignoraron la capa de queratina e infiltrado inflamatorio

. . . . 2
presentes en las lesiones mientras otros no providenciaron datos a respecto.””

Asumiendo que el tejido normal presenta mayor resistencia al crecimiento en
profundidad que al crecimiento lateral,”™®' cabe esperar que cuanto mas capacidad de
crecimiento en profundidad, mas agresivo sera el tumor. Asi, para Gonzalez-Moles et
al.,”*' la masa tumoral que revela la capacidad de crecimiento en profundidad del tumor,
y por lo tanto, su agresividad, es aquélla que se observa por debajo de una linea
imaginaria que reconstruye la membrana basal de la mucosa oral normal, ya que

representa la capacidad de destruccion del tejido tumoral por parte de las células
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neoplasicas. Segun estos autores, el crecimiento exofitico del tumor no debe ser
considerado, porque no representa la capacidad real de invadir los tejidos, venciendo su
resistencia a la invasion tumoral. Basandose en el mismo criterio, estos autores creen
que el espacio dejado por debajo de la membrana basal en lesiones ulceradas debe ser
considerado, ya que representa la capacidad destructiva de la lesion. Nosotros estamos
de acuerdo con este punto de vista, motivo por el cual adoptamos como criterio de
profundidad la distancia entre el punto de invasion mas profundo hasta una linea

imaginaria que reconstruye la membrana basal de la mucosa normal.

Otro tema de controversia en relacion a la importancia del grosor tumoral en el
pronostico del CCEO es el grosor (valor de corte) que separa los tumores con un peor
prondstico. Spiro et al.*** encontraron un prondstico méas pobre para las lesiones con

283
1.

mas de 2 mm. Brown et a encontraron un peor prondstico para las lesiones con mas

de 3 mm, y Gonzélez-Moles et al.**!

también observaron que los pacientes con lesiones
de hasta de 3 mm presentaban una tasa de supervivencia mas alta que los paciente con
lesiones de mayor grosor. Ademas, no encontraron diferencias en las tasas de
supervivencia de los pacientes con lesiones de entre 4 y 7 mm y aquéllos con lesiones
de mas de 7 mm. Urist et.”®’ definieron que el valor de corte para separar los tumores

con peor pronodstico es de 6 mm.

En el presente estudio no hemos encontrado relacion entre la profundidad de
invasion o grosor del tumor y ninguna de las variables clinico-patologicas e
inmunohistoquimicas estudiadas. Ademas, cuando se analizo6 la profundidad de invasion
como una variable numérica continua, no se demostrd asociacion con el prondstico. De
todas formas, para profundizar en el analisis, hemos testado varios valores de corte con
el intento de agrupar los tumores con comportamientos clinicos distintos. Asi, pacientes
con tumores > 8§ mm de grosor presentaron un prondstico significativamente peor en

comparacion con los pacientes con tumores < 8 mm.

Algunos estudios, trataron de relacionar el grosor del tumor con las recidivas
locales y el desarrollo de metastasis cervicales.”*> ** 2% Estudio recientes demuestran
que la profundidad del tumor es un factor pronostico significativo en el CCE de lengua,

probablemente por el acceso al sistema linfatico lo que facilita la diseminacion
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- 288 .
regional.””" Nosotros no hemos encontrado asociacion entre el grosor del tumor y la

presencia de adenopatias palpables o diseminacion metastasica del tumor.
V3.D. Invasion perineural

La invasion perineural es una via de diseminacion reconocida en tumores de
diversos tipos histoldgicos en la region de cabeza y cuello. En la literatura, la
prevalencia de invasion perineural en carcinomas de cabeza y cuello aparece entre un 6

y un 30%, 2% similar al 19% encontrado en este estudio.

No se encontrd asociacion entre la invasion perineural, y recidivas locales y
regionales, intervalo libre de enfermedad y supervivencia en este grupo de pacientes.

2
L. 90

Rahima et a encontraron una asociacion entre la invasion perineural y las

recidivas regionales, metastasis a distancia, y menor tasa de supervivencia a los 5 afios.

La invasion perineural se correlaciona con otros pardmetros histoloégicos, como
. . ., . , . 2 . . 7291 .
el grado de diferenciacion histologica * y la profundidad de invasion,”" lo que sugiere

que los tumores con invasion perineural son biolégicamente mas agresivos.
V.3.E. Margenes quiruargicos

Para algunos autores, uno de los factores prondsticos individuales mas
importantes es la extirpacion quirargica completa de la lesion, siendo el fracaso en la
. ., . . . . 292 -
erradicacion del tumor primario la principal causa de muerte en estos pacientes.”~ Si las
células neoplésicas estan presentes en el margen de reseccion, la tasa de recidiva local

. . . . . 2
aumenta sustancialmente y la tasa de supervivencia disminuye.*”

En esta serie de pacientes, no se pudo confirmar la relacion directa entre el
estado de los bordes quirurgicos y la incidencia de recidivas locales y regionales. Sin
embargo, la presencia de infiltracion neoplasica en los margenes se asocid a un intervalo
libre de enfermedad significativamente mas corto, tanto en el andlisis univariante como

en el analisis multivariante.
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No hay acuerdo en la literatura sobre el papel del tratamiento coadyuvante con
radio y quimioterapia postoperatoria en la mejoria del pronostico de los pacientes con
margenes quirdrgicos positivos en la reseccién quirirgica. Kovacs ** encontrd que el
tratamiento postoperatorio con radio y/o quimioterapia no mejord las tasas de
supervivencia de los pacientes con margenes quirirgicos con infiltraciéon microscéopica

2 ’ .
1.2 si han descrito buenos resultados en el control

del tumor. Sin embargo, Zelefsky et a
postoperatorio con radioterapia en tumores con margenes quirdrgicos positivos. Aunque
la radioterapia disminuye el riesgo de recidiva, no reduce a tasas similares a las vistas en

. , : 292
pacientes con margenes libres de tumor.

Un problema potencial de muchos estudios que han investigado la relacion entre
el estado de los margenes quirurgicos y el pronostico es el uso del andlisis univariante.
La recidiva tumoral ocurre debido a la interrelacion de multiples factores.” Algunos
estudios que utilizaron el andlisis multivariante no han demostrado una relacion
independiente entre el estado de los margenes quirtrgicos con recidivas locales y la

: - 296, 297
supervivencia.”

Por otro lado, la identificacion de los margenes quirirgicos positivos para
infiltracion neoplasica mediante histologia parece ser insuficiente, y se ha descrito un
sistema de estadiaje molecular basado en alteraciones genéticas para detectar células
neoplésicas. La deteccion de mutaciones en el gen P53 mediante PCR, permitio la
identificacion de células neoplasicas en 13/25 de los pacientes con margenes
quirurgicos negativos histologicamente. En 5 de estos pacientes hubo recidiva local en
comparacion con ninguna recidiva en los 12 pacientes con margenes negativos para

mutaciones del gen P53. >

En otro estudio similar, se detectaron mutaciones del gen
P53 en el 72% de los tumores con bordes quirdrgicos considerados como negativos en
el examen histologico.”” La presencia de alteraciones genéticas en el epitelio
histologicamente normal adyacente al tumor podria explicar la falta de relacion entre el

estado de los bordes quirargicos y la supervivencia encontradas en éste y otros estudios.

V.4. CONSIDERACIONES SOBRE LOS PARAMETROS INMUNOHISTOQUIMICOS

En las ultimas décadas se han estudiado diversos marcadores con posible

asociacion con el pronostico de pacientes con cancer oral. Desafortunadamente, la
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mayoria de los marcadores patoldgicos, bioldgicos y moleculares no ha sido lo
suficientemente investigada.*® Las principales razones de esta situacion son la falta del
adecuado numero de pacientes incluidos en el estudio, diferentes procedimientos en

cada laboratorio y la no utilizacion de tratamientos estandarizados.

V.4.A. Indice de proliferacion celular (MIB-1)

El estudio de la expresion del antigeno Ki-67/MIB-1 mediante
inmunohistoquimica ha sido ampliamente utilizado para la valoraciéon del niimero de
células en proliferacion en diversos tipos de tumores. Sin embargo, la cuantificacion de
la proliferacion celular mediante la determinacion del MIB-1 difiere metodoldgicamente
de unos estudios a otros, recomendandose la cuantificacion de las células positivas en
tantos por ciento o la utilizacion del recuento por milimetros cuadrados (mm?) y en el

. . , . 1, . 1 1 2
caso de lesiones displésicas por milimetros de longitud de la capa basal.'>” %" ¥

Un método de cuantificacion altamente efectivo y reproducible, aplicado con
éxito en el cancer de mama y vejiga se describe a continuacién. En cada campo, un
punto de una rejilla 6ptica es usado para registrar los nucleos celulares MIB-1 +/- (lo
que permite una medicion completamente aleatoria de los nucleos dentro del area
seleccionada). Deben ser medidos por lo menos 150 nucleos por caso. Asi, el punto de
la rejilla puede ser MIB-1 positivo, negativo, o puede no contener ningin nucleo. El
porcentaje de MIB-1 se define como [(MIB-1 positivo)/ MIB-1 positivo + MIB-1
negativo)] x 100. Este método da resultados mucho mas reproducibles que los

procedimientos convencionales de contaje de nticleos positivos y negativos.

Otro tema de debate se refiere al area del tumor a cuantificar, ya que se reconoce
que la expresion de MIB-1 presenta un patron heterogéneo dentro del mismo tumor. En
este sentido, se ha descrito que la proliferacion celular es mas alta en el frente de
invasion tumoral, en comparacién con zonas mas centrales y superficiales del tumor.'*
3% Se ha reconocido también que en el frente de invasion las células tumorales
presentan un comportamiento bioldgico mas agresivo y una mejor informacion a
respecto a la progresion y prondstico de los pacientes.”® Hemos elegido este area para

hacer la cuantificacion del indice de proliferacion celular.
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Aunque la determinacion del indice MIB-1 demuestre la capacidad proliferativa
de las células tumorales, existe controversia respecto a la aplicabilidad clinica de este
marcador en el CCEO. En el presente estudio, el indice de proliferacion, valorado como
una variable numérica continua, no se correlaciond con ninguno de las variables clinico,
patologicas e inmunohistoquimicas estudiadas, con excepcion de un indice
significativamente mas alto en las mujeres que en los hombres. Tampoco se encontro
relacion con el tiempo libre de enfermedad y la supervivencia. Ademas, hemos
analizado el valor de este marcador, transformandolo en una variable categdrica
utilizando varios puntos de corte, y tampoco se encontr6 relacion entre el MIB-1 y las

variables citadas anteriormente.

Desconocemos el significado de la obtencion de un indice de proliferacion mas
alto en pacientes del sexo masculino. Pocos estudios han correlacionado estas dos
variables en el CCEO. Tumuluri et al.*”® han encontrado un indice de proliferaciéon de
los CCEO 6% mas alto en las mujeres que en los hombres, aunque esta diferencia no

304
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fue significativa. Por otra parte, de Vicente et a no han encontrado una correlacion

entre el indice de proliferacion de los tumores y el sexo de los pacientes.

Bortoluzzi et al.’” encontraron una disminucion en el indice de proliferacion
segun las lesiones de CCEO avanzaban hacia un menor grado de diferenciacion.

Sittel el al.'®

no encontraron relacion con el grado de diferenciacion histologica.
Sin embargo, la proliferacion fue mas alta en los tumores con recidiva en comparacion
con los tumores sin recidivas. Ademas, los tumores con indice de proliferaciéon por
encima de la media presentaron un tiempo libre de enfermedad significativamente mas
corto. Todos los pacientes fueron tratados con cirugia + radioterapia, por lo que los
autores concluyen que el indice de proliferacion mediante el Ki-67/MIB-1 es un buen
indicador de recidivas tempranas en los pacientes tratados con este régimen terapéutico.

de Vicente et al.>®

encontraron relacion entre la proliferacion y la diferenciacion
histologica, a menor grado de diferenciacion, mayor proliferacion. Sin embargo, los

autores no encontraron relacion entre la proliferacion celular y la supervivencia.
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Xin Xie et al.'® no encontraron relacion entre el indice Ki-67 y el tamafio,
estadio N, estadio clinico, y diferenciacion histologica de los tumores. Sin embargo,
encontraron una asociacion entre la expresion de Ki-67 y el intervalo libre de

enfermedad, que fue menor para los tumores con una proliferaciéon mas alta.

Tumuluri et al.** analizaron la proliferacion celular mediante Ki-67 en el frente
de invasion tumoral de los CCEO. Los autores determinaron el indice de proliferacion
celular cuantificando el namero de células positivas por mm? del epitelio mediante un
sistema de andlisis automdtico de imagen disefiado especificamente para el estudio.
Encontraron una proliferacion mas alta en el frente de invasion de tumores mayores de
5 mm y en tumores en estadios avanzados (estadio III y IV). Ademas, los tumores con
estadio N2 presentaron un indice de proliferacion mas que los tumores NO y N1. Hecho
interesante fue que la proliferacion fue significativamente mas alta en tumores NO en
comparacion con tumores N1. Este hecho, que al principio puede parecer contradictorio,
es explicado por los autores debido a la posibilidad de que ganglios linfaticos positivos
no sean detectados mediante palpacion en los pacientes con estadio NO. Por ultimo, los
autores encontraron una proliferacion mas alta en los tumores con metéstasis a

distancia.

Otros estudios,’®® no han encontrado relacion entre la afectaciéon de los ganglios
linfaticos cervicales, supervivencia y la proliferacion celular en el frente de invasion

tumoral.

Silva et al.*** encontraron una relacién entre la expresion de Ki-67 y la
supervivencia de los pacientes; aquéllos pacientes con tumores con indices de

proliferacion mas altos presentaron una supervivencia significativamente mas corta.

Bettendorf y Herrmann **’ estudiaron la expresion de Ki-67 en 329 CCEO. El
indice de proliferacion se correlaciond con el grado de diferenciacion histologica, el
patrén de invasion, el tamafio y profundidad de invasion del tumor, el estado de los
ganglios linfaticos cervicales, y la tasa de supervivencia a los 5 afios. El indice de

proliferacion, valorado individualmente, no mostr6 asociacion con el pronostico.
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Stoll et al.’*®® no encontraron relacién entre la expresion de MIB-1 y el tiempo
libre de enfermedad y la supervivencia en un grupo de 107 CCE de cavidad oral y

orofaringe.

Como resultado de la revision de la literatura, se podria concluir que, aunque el
indice de proliferacion celular (MIB-1) se correlacione con el grado de diferenciacion
celular, este parece no ser un buen indicador pronostico en la mayoria de los estudios.
El crecimiento de la poblacién celular de un tumor depende de por lo menos tres
factores: el porcentaje de células que se encuentran dentro del ciclo celular, la duracion
del ciclo celular, y la tasa de la pérdida celular. Por lo cual, para algunos autores, parece
imposible comprender la biologia del crecimiento tumoral utilizando solamente un
marcador,’” lo que podria explicar en parte los resultados contradictorios descritos en la

literatura.
V.4.B. Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

Estudios acerca de la prevalencia de inmunoreactividad para EGFR en los
CCEO han obtenido resultados contradictorios. Sakai et al.>'® han descrito la expresion
de EGFR en el 14,8% de los casos de CCEO. Kusukawa et al.’'' detectaron la expresion
de EGFR en el 30,8% de los casos. Otros estudios,312 han detectado la expresion de

EGFR en todos los CCE de cabeza y cuello estudiados incluyendo los CCEQ.>'¢

Algunos estudios han correlacionado la expresion de EGFR con el estadio
tumoral avanzado y la presencia de metastasis linfaticas cervicales,”'' mientras otros
estudios no confirman estas correlaciones y concluyen que el estudio de la expresion de
EGFR no afiade informacion al estudio clinico-patologico de pacientes con cancer

oral.'®

La proliferacion celular y el desarrollo del cancer estan relacionados con los
factores de crecimiento y sus receptores. Asi, era de esperar que a mayor expresion de
EGFR encontrariamos una mayor tasa de proliferacion celular; sin embargo, no
encontramos diferencias en la proliferacion celular entre los distintos niveles de

313
L.,

expresion de EGFR. Nuestros resultados coinciden con los de Kregcicki et a que no
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encontraron diferencias en la proliferacion celular entre CCE de laringe EGFR positivos

y negativos.

El significado prondstico de los niveles de expresion de EGFR en el CCEO
también es motivo de controversias. Mientras algunos autores han encontrado que
niveles mas altos de expresion de EGFR se correlacionan significativamente con un

, - . . 314
pronostico menos favorable, otros autores han descrito una correlacion inversa.” ™ Otros
estudios no han encontrado correlacion entre la expresion de EGFR y la supervivencia

de los pacientes.

Maiorano et al.*'* han valorado la expresion de EGFR en el citoplasma y en la
membrana de las células neoplasicas y han encontrado expresion positiva en el 36% de
los casos. Ademads, los pacientes con tumores con expresion positiva de EGFR en
membrana y/o citoplasma presentaron un pronodstico mdas favorable. Cuando la
expresion de EGFR fue observada unicamente en la membrana, la correlacion con un

mejor pronostico fue mas significativa.

Ulanovski et al.>'® encontraron expresion de EGFR en el 34% de los 23 CCE de
lengua estudiados. Encontraron una asociacion entre la diferenciacion histologica y la
expresion de EGFR en 23 casos de CCE de lengua; tumores menos diferenciados
presentaron una mayor intensidad de expresion de EGFR. No encontraron correlacion
entre la expresion de EGFR y el grosor del tumor o el estadio N, dos factores
importantes en la progresion tumoral. Tampoco encontraron asociacion entre la
expresion de EGFR y la presencia de metastasis cervicales, profundidad del tumor,

recidivas y supervivencia.

Bankfalvi et al.’"> han observado una correlacion entre la expresion de EGFR y
el modo de invasion tumoral en 75 casos de CCEO. Ademas, han encontrado una
correlacion entre EGFR y el estadio T. La sobreexpresion de EGFR se correlaciond con

un prondstico desfavorable en este grupo de pacientes.

Storkel et al.*'® estudiaron el valor pronéstico de la expresion de EGFR en 100
pacientes con CCEO. Todos los casos presentaron expresion de EGFR; ademas, la

expresion de EGFR se correlaciond con los grados de estadiaje en el frente de invasion
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tumoral. La intensidad y cantidad de la expresion de EGFR se correlacion6 fuertemente

con la supervivencia de los pacientes a los 5 afos.

Partridge et al.'” fueron unos de los primeros investigadores en estudiar la
expresion de EGFR en el CCEO. Estudiaron una muestra de 20 casos y no encontraron
correlacion entre la expresion de EGFR y el grado de diferenciacion celular, tiempo

12
L.,

libre de enfermedad y supervivencia. Posteriormente, Bergler et a tampoco

encontraron correlacion entre la expresion de EGFR y el estadio tumoral.

1
1317

Yamada et a encontraron expresion positiva en el 51% de los CCEO

estudiados. Esta expresion no se correlacion6 con el grado de diferenciacion celular.

Xia et al.” estudiaron el valor predictivo del EGFR (HER-1), HER-2, HER-3 y
HER-4 en 47 casos de CCEO y encontraron una relacion significativa entre los 4
marcadores y la supervivencia. Sin embargo, estos autores observaron que la
combinacion de los 3 primeros miembros de la familia obtuvieron unos valores de
prediccion mas altos que cualquiera de los marcadores analizados individualmente.

Un estudio reciente, sobre 23 pacientes con CCE de lengua, Ulanovsky et al.>'®
no encontraron relacion entre la expresion de EGFR y las tasas de recidiva y de
supervivencia. En este estudio los autores encontraron una relacion entre la expresion de
EGEFR vy la diferenciacion tumoral. En este mismo estudio, los autores no encontraron

relacion entre la expresion de EGFR y la profundidad de la lesion tumoral.

Aunque la mayoria de los estudios sugieren una implicacion pronodstica de la
sobreexpresion de EGFR en el CCE de cabeza y cuello, algunos estudios son
contradictorios. Esas discrepancias pueden deberse a factores como la técnica empleada
(sensibilidad y especificidad, tiempo de fijacion de los tejidos, diferentes
pretratamientos y anticuerpos), nimero reducido de pacientes en algunos estudios,
variacion en la localizacion, estadio y tratamiento de las lesiones, tiempo de

seguimiento corto, y métodos estadisticos.

El papel critico de la expresion de EGFR en la carcinogénesis ha llevado a la

investigacion de inhibidores selectivos de esta via de sefializacion. Entre las estrategias
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mas importantes que se encuentran en desarrollo clinico, la inmunoterapia mediante
anticuerpos monoclonales y la quimioterapia dirigida mediante moléculas inhibidoras

de la actividad tirosina-quinasa han sido las mas investigadas.

El uso optimo de este tipo de terapia exige la determinacion cuantitativa del
EGFR en cada tumor, ya que la sobreexpresion es el tinico criterio de seleccion para el
tratamiento con estos agentes especificamente dirigidos. Con este objetivo, diversos
estudios han utilizado la determinacion semi-cuantitativa de EGFR mediante

inmunohistoquimica en pacientes con CCE de cabeza y cuello y CCEO.

Al no existir una guia diagnostica aceptada para la valoracion de la expresion de
EGFR, en el presente estudio se utiliz6 una escala semicuantitativa dividida de 4
grados, los cuales se agruparon en expresion negativa/débil y expresion moderada/
intensa. Desde el punto de vista predictivo, el 98,2% de los pacientes presentaron
expresion positiva del EGFR y se podria considerar que la sobreexpresion fue

observada en el 74,4% de los casos (expresion moderada/severa),

Schartinger et al>' utilizando el kit EGFRpharmadiagnostic
(DakoCytomation), detectaron la expresion de EGFR en 70,5% de las muestras de CCE
oral y orofaringeo. Utilizando una escala de valoracion similar a la utilizada en el
presente estudio, los autores encontraron sobreexpresion de la proteina en el 42,6%.
Aunque, al igual que los resultados aqui presentados, los autores no encontraron una
relacion entre la expresion de EGFR y la supervivencia, éstos concluyen que debido a la
alta frecuencia de expresion de EGFR en este tipo de cancer, estos pacientes podrian ser

susceptibles de tratamiento dirigido contra el EGFR.

Debido a los datos contradictorios en relacion a la frecuencia de sobreexpresion
de EGFR en el CCEOQ, existe una necesidad de la estandardizacién de una escala de

valoracion inmunohistoquimica validada con finalidad diagnostica.

IV.4.C. Laminina 5 y2

Una de las moléculas de adhesion celular relacionada con el proceso de invasion

y metastasis tumoral es la laminina 5 y2.
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En la muestra estudiada, la tincion inmunohistoquimica para el marcador
laminina 5 y2 ha revelado patrones caracteristicos. Las células tumorales presentaron
positividad, mientras que las células del tejido normal y del estroma fueron negativas.

Solamente 4 muestran de CCEO fueron totalmente negativas.

El patron de tincion ha demostrado una correlacion significativa con el
porcentaje de células positivas. Por lo tanto, hemos caracterizado el tumor segun su
patron de expresion de laminina 5 y2, una vez que algunos autores consideran el patrén
de tincion representa la biologia tumoral mas precisamente que el nimero de células

o . 21
positivas.*'°

En el presente estudio, no se encontrd asociacion entre el patrén de expresion de
laminina 5 y2 y ninguna de las variables estudiadas. Tampoco se encontré asociacion
entre el patron de laminina 5 y2 y la expresion de EGFR. Ademas, al analizar las curvas
de supervivencia mediante el método de Kaplan Meier, no se encontrd asociacion entre

la expresion de laminina 5 y2 y el pronostico de los pacientes.

Hasta la fecha existen pocos estudios que hayan investigado la expresion de

laminina 5 y2 en el CCEOQ, y la mayoria se restringieron al CCE de lengua.

Ono et al.>'° fueron los primeros en investigar la expresion de laminina 5 2 en
el cancer oral. En su estudio sobre 67 CCE de lengua, los autores no encontraron
relacion entre la expresion de laminina 5 y2 y el estadio tumoral, metastasis cervicales y
profundidad de invasion. Si encontraron relacion entre la expresion de laminina 5 y2 y
la diferenciacion histologica y modo de invasion tumoral. A medida que la expresion de
laminina 5 y2 aumento, el tumor presentd una diferenciacion histologica mas pobre y un
patron mas invasivo. Ademads, los autores encontraron que el pronostico de los pacientes
fue menos favorable a medida que los niveles de expresion de laminina 5 y2 fueron mas
altos.

En un estudio posterior,”’

sobre 108 CCE de lengua, estos mismos autores
confirmaron sus hallazgos iniciales. En este estudio, la profundidad de invasion, que en
el estudio anterior habia presentado una tendencia a asociarse con la expresion de

laminina 5 y2, aumentdé a medida que los niveles de expresion de laminina 5 y2
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aumentaron. Ademas, los autores investigaron la posible relacion entre la expresion de
EGFR y laminina 5 y2, observando que los tumores con expresion alta de EGFR
también presentaban una alta expresion de laminina 5 y2. Nuevamente, el aumento de la

expresion de laminina 5 y2 se correlaciond con un prondstico menos favorable.

Stoltfuz et al.>'® estudiaron la expresion de laminina 5 y2 en 36 tumores T1 de
lengua. No encontraron relaciéon con el grado de diferenciacion histologica; sin
embargo, el aumento de la expresion de laminina 5 y2 se correlacioné con un aumento
del riesgo de recidivas.

Por otro lado, Lim et al. 3

no encontraron asociaciéon entre la expresion de
laminina 5 y2 y la existencia de metéstasis cervicales y el pronostico en CCE de lengua

en estadios iniciales (estadios I y II).

V.4. D. Expresion de cadherina-E

La expresion de cadherina-E no se correlacion6 con el estadio T y el grado de
diferenciacion histologica. Sin embargo, si se encontrd una correlacion entre el modo
de invasion tumoral y la expresion de cadherina-E. Asi, los tumores con un patron
histologico mas invasivo, o sea, con una mayor disociacion de las células neoplasicas,
presentaron expresion ausente/débil de cadherina-E con més frecuencia que los tumores

21
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menos invasivos. Tanaka et a también encontraron relacion entre la pérdida de

expresion de cadherina-E y el modo de invasion tumoral.

Bénkfalvi et al.’* estudiaron el papel de distintas moléculas involucradas en la
adhesion celular en el epitelio (CD44, cadherina-E, B-catenina) durante la evolucion de
la carcinogénesis oral. Los autores concluyen que en los estadios precoces de la
carcinogénesis puede haber un aumento transitorio en la expresion de cadherina-E, que
finalmente revierte con la pérdida de expresion cuando las células tumorales adquieren
un fenotipo invasivo (estadio tardio de la carcinogénesis).

Bagutti et al.’>

encontraron correlacion entre la expresion de cadherina-E y la
diferenciacion histologica; los tumores menos diferenciados presentaron una expresion

reducida de cadherina-E.
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Shinohara et al.*** no encontraron correlacion con la diferenciacion histologica
del tumor. Sin embargo, encontraron que la pérdida de expresion de cadherina-E se
correlacion6 con patrones histologicos mas invasivos. Ademads, encontraron una
disminucién de la expresion de cadherina-E en tumores con metastasis linfatica

cervical.

La cadherina-E es una molécula de adhesion intercelular que juega un papel
importante en el mantenimiento de las conexiones intercelulares. Cambios o
alteraciones en la expresion de la E- cadherina han sido postulados como un evento
precoz en el proceso de metastasis tumoral.’” En el presente estudio no hemos
encontrado asociacion entre la expresion de cadherina-E y la presencia de metastasis
cervicales en el momento del diagnostico. Sin embargo, hemos encontrado una fuerte
asociacion entre la reduccion en la expresion de cadherina-E y las recidivas regionales y
a un intervalo libre de enfermedad significativamente mas corto.

Estos resultados difieren de los de Tanaka et al.**'

que estudiaron la expresion
de cadherina-E en el proceso de metastasis linfaticas en 159 pacientes con CCEO. Estos
autores encontraron una relacion significativa entre la reduccion en la expresion de
cadherina-E en los tumores primarios y la existencia de metastasis cervicales en el

momento del diagnoéstico.

En el presente estudio, la presencia de metastasis regionales en el momento del
diagnodstico se valor6 mediante inspeccion clinica, sin el auxilio de técnicas de
diagnostico de imagen complementarias. La sensibilidad de la palpacion para deteccion

de metastasis cervicales es de aproximadamente 70%.>%°

Es posible que los pacientes
con reduccion de la expresion de cadherina-E presentasen metdstasis cervicales
subclinicas en el momento del diagnostico, lo que explicaria la asociacion entre esta
disminucién de expresion y la mayor incidencia de recidivas regionales y el intervalo

libre de enfermedad mas corto.

2 . . .y .
Chow et al.”* han investigado la expresion de cadherina-E en 85 casos de CCE
de lengua. Encontraron una reduccion en la expresion en el 85% de los casos. Esta no se
correlacion6 con el sexo, edad, diferenciacion histoldégica o estadio clinico. Sin

embargo, la reduccion de la expresion de cadherina-E se correlacion6 con la presencia
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de metastasis linfaticas cervicales clinicas y subclinicas. Ademas, las recidivas locales y
regionales fueron significativamente mas frecuentes en los tumores con expresion

ausente o débil.

331 ., . .

Chang et al.””" encontraron expresion reducida de cadherina-E en el 83% de los
casos estudiados. El pronodstico en este grupo de pacientes fue significativamente mas
pobre en comparacion con los pacientes con fuerte expresion de cadherina-E.

Tanaka et al.*?'

encontraron una reduccion en la supervivencia de los pacientes
con expresion reducida de cadherina-E. Encontraron una asociacion entre la reduccion
en la expresion de cadherina-E y las metastasis linfaticas cervicales.

1.2° estudiaron el valor de distintos marcadores histologicos e

Lim et a
inmunohistoquimicos (p53, Ki-67, EGFR, Ciclina D1, CD31, Cox-2, MUCI, laminina 5
v2, cadherina E, y catenina-f) para predecir la aparicion de metastasis linfaticas
cervicales tardias en tumores estadios I y II. En el analisis multivariante, la expresion de
cadherina-E fue el tnico marcador inmunohistoquimico asociado con la aparicion de

metastasis cervicales.

En el presente estudio, el analisis univariante mostré que la expresion
ausente/débil de cadherina-E fue un marcador indicativo de un prondstico desfavorable.

Esta asociacion se confirmo en el analisis multivariante.

Aun no se comprende totalmente el mecanismo de adhesion intercelular
mediado por la cadherina-E. Se han sugerido distintas causas para la pérdida de
expresion de cadherina-E. Entre ellas, la supresion del gen promotor, desestabilizacion
de la proteina a través de la pérdida de la unidén con las cateninas, o mutaciones y
deleciones en el gen cadherina-E.** La pérdida de heterocigosidad en el cromosoma
16, donde se localiza el gen cadherina-E, es frecuente en el carcinoma hepatocelular, 327

328 v mama.”® En los CCE de cabeza y cuello la pérdida de

carcinoma de eséfago
heterocigosidad en el cromosoma 16 es infrecuente y las translocaciones aparecen en

una minoria. En el CCEO el gen de cadherina-E no sufre mutaciones.”
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Una de las lineas mas aceptadas en la inactivacion de la funcion de la
cadherina-E es el silenciamiento transcripcional por hipermetilacion de islas CpG en la
region promotora del gen de cadherina-E.>*' Nakayama et al.*** encontraron que el
94,4% de los casos con pérdida en la expresion de cadherina-E presentaban
hipermetilaciéon de las islas CpG en la regiéon promotora del gen. Estos mismos
hallazgos fueron confirmados cuando los autores estudiaron la metilacion en lineas
celulares de CCEO con ausencia de expresion de cadherina-E. Ademas, cuando se
aplic6 un agente desmetilante a estos cultivos celulares, las células recuperaron la

expresion de cadherina-E y presentaron un patron de crecimiento mas cohesivo.

Uno de los posibles mecanismos por el cual la metilacion del ADN puede
regular la expresion genética es la prevencion de la union de factores de transcripcion a
las regiones promotoras metiladas. Las evidencias actuales sugieren que la union de
factores de transcripcion esenciales para la expresion de cadherina-E es inhibida por la

metilacion de la region promotora.**’

Nuestros resultados sugieren que la disminucion de la expresion de cadherina-E
es un importante marcador de la disociacion de las células neoplasicas. Este potencial
mas invasivo conlleva a un mayor riesgo de recidivas locales y regionales resultando en

un peor pronostico de los pacientes con CCEO.
El pobre prondstico asociado con la expresion reducida de cadherina-E puede

ser utilizado como un marcador qtil, conjuntamente con otros marcadores

clinicopatoldgicos, en la decision terapéutica en el manejo del CCEO.
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El carcinoma oral de células escamosas se presenta preferentemente en hombres,
con una edad media de 58,06 afios, se localiza principalmente en la lengua, se
diagnostica en estadios avanzados en el 42,5% de los casos, y tiene una

supervivencia media de 55,35 meses.

Los tumores de mayor tamafo, mayor grado N y estadio clinico mas avanzado
presentaron un tiempo libre de enfermedad significativamente mas corto y un

peor pronodstico.

Los tumores menos diferenciados y con un modo de invasion mas infiltrante
mostraron una mayor incidencia de recidivas locales. Los tumores menos
diferenciados y con madrgenes quirirgicos positivos presentaron un intervalo
libre de enfermedad significativamente mdas corto. Los tumores menos
diferenciados y con profundidad de invasiéon > 8 mm presentaron un prondstico

mas desfavorable.

El indice de proliferacion celular medio de los tumores fue de 57,28%, y no se
correlaciond6 con ninguno de los parametros clinicos, histologicos o
inmunohistoquimicos estudiados, con excepcidon de un indice significativamente
mas alto en los hombres en comparacion con las mujeres. Tampoco mostrd

relacion con las recidivas, el intervalo libre de enfermedad y la supervivencia.

La expresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico y de laminina
5 v2 no se correlaciond con ninguno de los parametros clinicos, histoldgicos o
inmunohistoquuimicos estudiados, ni tampoco con las recidivas, intervalo libre

de enfermedad y supervivencia.

La expresion negativa/débil de cadherina-E se correlacion6 con un modo de
invasion mas infiltrante, una mayor incidencia de recidivas regionales, un
intervalo libre de enfermedad significativamente mdas corto y un pronostico

desfavorable.
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VI. Conclusiones

7. El analisis multivariante del intervalo libre de enfermedad demostré que el
estadio mas avanzado, la infiltracion neoplasica de los margenes quirurgicos y la
expresion negativa/débil de cadherina-E fueron los tUnicos pardmetros

indicativos de un menor intervalo libre de enfermedad.

8. El analisis multivariante de la supervivencia demostrd que el estadio clinico mas
avanzado y la expresion negativa/débil de cadherina-E fueron los unicos
parametros indicativos de un peor prondstico en esta serie de pacientes con

carcinoma oral de células escamosas.
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